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E v a l u a t i o n o f d i f f e r e n t m i c r o p o r o u s f i l t e r s f o r t h e r e c o v e r y
o f h u m a n a d e n o - a n d n o r o v i r u s e s fr o m s e a w a t e r
T h e p r e s e n c e o f b a c t e ri a l e n t e ri c p a t h o g e n s o r t h e i r i n d i c a t o r s d o e s n o t p r e d i c t t h e
p r e s e n c e o f h u m a n e n t e ri c v i r u s e s i n r e c r e a t i o n a l w a t e r s . C u r r e n t l y , n o v a l i d a t e d fi l t e r -
b a s e d m e t h o d e x i s t s f o r t h e r e c o v e r y a n d q u a n t i t a t i v e d e t e c t i o n o f h u m a n n o r o - o r
a d e n o v i r u s f r o m s e a w a t e r . I n t h i s s t u dy , w e e v a l u a t e d t h e a d s o r p t i o n - e l u t i o n
c h a r a c t e ri s t i c s o f t w o n e g a t i v e l y c h a r g e d f i b e r g l a s s fi l t e r s (Wh a tm a n G F / F a n d F i l t e ri t e )
a n d a n o v e l p o s i t i v e l y c h a r g e d a l u m i n a fi l t e r (N a n o C e r a m ) f o r t h e r e c o v e r y o f n o r o - a n d
a d e n o v i r u s i n s e e d e d s e a w a t e r . P e r c e n t a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n w e r e c a l c u l a t e d b y
r e a l t im e (R T - )PC R d e t e c t i o n o f t h e v i r u s e s i n t h e fi l t e r e l u a t e s . D i f f e r e n t e l u t i o n
s o l u t i o n s a n d c o n t a c t t im e s w e r e c o m p a r e d f o r s u b s e q u e n t r e c o v e r y o f t h e a d s o r b e d
v i r u s e s . T h e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s h a d b o t h l o w a d s o r p t i o n o f a d e n o v i r u s t y p e 2
f r o m s e a w a t e r (G F / F : 2 6% ; F i l t e r i t e : 1 1% ) a n d l o w e l u t i o n o f t h e v i r u s e s fr o m t h e fi lt e r s
(< 10% ). T h e p o s i t i v e l y c h a r g e d N a n o c e r a m fi l t e r s a d s o r b e d s i g n i fi c a n t l y m o r e v i r u s
(> 5 8% ) t h a n t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s , b u t e f f e c t i v e e l u t i o n o f t h e v i r u s e s fr o m t h e s e
fi l t e r s w a s v e r y p o o r (< 5 % ) r e g a r d l e s s o f t h e t j ^ e o f e l u t i o n b u f f e r . F u r t h e r r e s e a r c h i n t o
im p r o v e d e l u t i o n m e t h o d s o r d i f f e r e n t fi l t e r s f o r t h e r e c o v e r y o f t h e s e v ir a l p a t h o g e n s
f r o m s e a w a t e r i s w a r r a n t e d t o b e t t e r m o n i t o r h e a l t h ri s k s a s s o c i a t e d w i t h e x p o s u r e t o
c o n t a m i n a t e d r e c r e a t i o n a l w a t e r s .
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T a b l e 1 . M e t h o d s a n d r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s fr o m e a r l y e x p e r im e n t s u s i n g n e g a t i v e l y
c h a r g e d fi l t e r s a n d p o l i o v i r u s t y p e 1 i n t a p w a t e r 1 1
T a b l e 2 . M e t h o d s a n d r e c o v e r i e s fr o m e x p e r im e n t s c o m p a r i n g n e g a t i v e l y a n d p o s i t i v e l y
c h a r g e d fi l t e r s a n d p o l i o v i r u s t y p e 1 i n t a p w a t e r 1 5
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T a b l e 4 . M e t h o d s a n d r e c o v e r y e fi c i e n c i e s fr o m e x p e r i m e n t s u s i n g fi l t e r a d s o r pt i o n -
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T a b l e 13 . O v e r a l l pje F c e n t r e c o v e r y o f n o r o - a n d a de n o v i r u s fr o m s e a w a t e r b y a l l fi l t e r s ,
a s c a l c u l a t e d fr o m r e a l t im e PC R a d s o r p t i o n / e l u t i o n d a t a 4 9
L I S T O F F I G U R E S
F i g u r e 1 . C o m p a ri s o n o f a d s o r pt i o n e fi c i e n c y o f G F / F a n d F i l t e ri t e fi lt e r f o r a d e n o v i r u s
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H u m a n p a t h o g e n i c v i r u s e s a r e a m a j o r ri s k o f c a u s i n g i l l n e s s f r o m p ri m a r y
c o n t a c t r e c r e a t i o n i n f e c a l l y c o n t a m i n a t e d c o a s t a l w a t e r s . N u m e r o u s o u t br e a k s o f
s w im m i n g - a s s o c i a t e d i l l n e s s e s h a v e b e e n r e p o r t e d , a n d v i r u s e s a r e a l s o t h o u gh t t o b e
m a j o r c a u s e s o f e n d e m i c d i s e a s e a s s o c i a t e d w i t h p ri m a r y c o n t a c t r e c r e a t i o n (G ri f fi n e t
a l .
,
2 0 0 3 ; W a d e e t a l . , 2 0 0 3 ) . T h e w e l l - d o c u m e n t e d ri s k s o f v i r a l a n d o t h e r e n t e ri c
m i c r o b i a l i l l n e s s e s f r o m r e c r e a t i o n a l w a t e r s h a v e l e d t o b o t h i n t e r n a t i o n a l a n d n a t i o n a l
g u i d e l i n e s f o r s a f e r e c r e a t i o n a l w a t e r q u a l i t y (WH O 2 0 0 3 ; U S E PA , 19 86 ) .
A m o n g t h e i n f e c t i o u s c a u s e s o f i l l n e s s e s fr o m s w imm i n g , n o r o v i r u s e s a r e t h e
m o s t p r e v a l e n t c a u s e s o f a c u t e v i r a l g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s . Th e s e v i r u s e s a r e n o w
e s t a b l i s h e d a s t h e m o s t c o mm o n c a u s e o f o u t br e a k s o f n o n b a c t e ri a l g a s t r o e n t e ri t i s i n
p e o p l e o f a l l a g e s i n d e v e l o p e d c o u n t ri e s (F a n k h a u s e r e t a l . , 2 0 0 2 ; K o o p m a n s e t a l . ,
2 0 0 0 ) . F r o m 19 9 7 - 2 0 0 0 , n o r o v i r u s i n f e c t i o n s w e r e a t t ri b u t e d t o 9 3% o f t h e n o n b a c t e ri a l
g a s t r o e n t e ri t i s c a s e s f o r w h i c h f e c a l s a m p l e s w e r e s u b m i t t e d t o t h e C e n t e r s f o r D i s e a s e
C o n t r o l a n d P r e v e n t i o n i n t h e U n i t e d St a t e s (F a n k h a u s e r e t a l . , 2 0 0 2 ) . A l t h o u g h c o n t a c t
w i t h n o r o v i r u s - c o n t a m i n a t e d s e a w a t e r i s l i k e l y t o b e a p u b l i c h e a l t h ri s k (Sc h a u b a n d
O s h i r o 2 0 0 0 ) , n o s t a n d a r d m e t h o d f o r t h e s e n s it i v e r e c o v e r y a n d d e t e c t i o n o f t h e s e
v i r u s e s f r o m s e a w a t e r h a s be e n r e p o r t e d .
A d e n o v i r u s e s c a n a l s o c a u s e d i s e a s e i n h u m a n s , b u t a d d i t i o n a l l y ai r e p o t e n t i a l
i n d i c a t o r s o f h u m a n f e c a l p o l l u t i o n i n a l l w a t e r s , i n c l u d i n g s e a w a t e r (P i n a e t a l . , 1 99 8 ;
J i a n g e t a l . , 2 0 0 1) . I n t h e U . S . , m i c r o b i o l o g i c a l s a f e t y o f b e a c h e s i s t e s t e d b y th e
p r e s e n c e o r a b s e n c e o f b a c t e ri a l i n d i c a t o r s , s u c h a s c o l i f o r m , f e c a l c o l i f o r m b a c t e r i a a n d
e n t e r o c o c c i , t o s h o w w h e n b e a c h e s h a v e b e e n c o n t a m i n a t e d w i t h s e w a g e (U S E P A ,
19 8 6) . H o w e v e r , t h e s e i n d i c a t o r s d o n o t p r e d i c t t h e p r e s e n c e a n d c o n c e n t r a t i o n s o f
h u m a n p a th o g e n i c e n t e r i c v i r u s e s (J i a n g e t a l . , 2 0 0 1 ; J i a n g a n d C h u 2 0 0 4 ) . H u m a n
a d e n o v i r u s e s h a v e b e e n s u g g e s t e d a s a n i n d e x o f h u m a n f e c a l p o l l u t i o n d u e t o t h e i r
p r e s e n c e a n d p e r s i s t e n c e i n w a t e r s , r e l a t i v e t o o t h e r e n t e r i c v i r u s e s (P i n a e t a l . , 1 9 9 8 ) .
L o w n u m b e r s o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s c a n b e e x p e c t e d i n e n v i r o n m e n t a l w a t e r s .
T h u s l a r g e v o l u m e s o f w a t e r n e e d t o b e c o n c e n t r a t e d t o a l l o w f o r d e t e c t i o n o f t h e s e
v i r u s e s i n t h e l a b o r a t o r y (H u a n g e t a l . , 2 0 0 0 ) . F i l t e r a d s o r pt i o n / e l u t i o n t e c h n i q u e s h a v e
b e e n t h e m o s t w i d e l y u s e d m e th o d s f o r v i r u s c o n c e n t r a t i o n , d u e t o t h e i r r e l a t i v e l y l o w
c o s t a n d e a s e o f u s e i n t h e fi e l d (K a r i m e t a l . , 2 0 0 4 ) . H o w e v e r , a r e l i a b l e , c o s t - e f f e c t i v e
a n d s im p l e t e c h n i q u e f o r t h e r e c o v e r y o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s f r o m s e a w a t e r h a s n o t
b e e n r e p o r t e d .
A ft e r e l u t i n g t h e v i r u s e s o f f o f t h e fi l t e r s , c e l l c u l t u r e a s s a y s h a v e t r a d i t i o n a l l y
b e e n u s e d f o r d e t e c t i o n o f c u l t i v a b l e e n t e r i c v i r u s e s ( So b s e y a n d G l a s s 19 8 0 ; So b s e y a n d
Jo n e s 19 7 9 ) . H o w e v e r , n o c e l l c u l t u r e s y s t e m i s c u r r e n t l y a v a i l a b l e f o r n o r o v i r u s e s ,
n e c e s s i t a t i n g th e u s e o f a n a l t e r n a t i v e d e t e c t i o n m e th o d . R e v e r s e t r a n s c r i pt i o n
p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n (R T - PC R ) h a s b e e n u s e d f o r t h e d e t e c t i o n o f n o r o v i r u s e s i n
e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s (K a t a y a m a e t a l . , 2 0 0 2 ) a n d h a s b e e n s h o w n t o h a v e a g r e a t e r
s e n s i t i v i t y t h a n t h e c e l l c u l t u r e a s s a y s f o r a d e n o v i r u s e s (C h a p r o n e t a l . , 2 0 0 0 ; P i n a e t a l . ,
1 99 8) . T h e u s e o f a T a qm a n - b a s e d r e a l t im e (R T - )P C R a l l o w s n o t o n l y r a p i d , s e n s i t i v e
d e t e c t i o n o f v i r a l RN A / D N A b u t a l s o a l l o w s c a l c u l a t i n g t h e a d s o r p t i o n
e fi c i e n c y / r e c o v e r y m o r e q u a n t i t a t i v e l y t h a n c o n v e n t i o n a l (R T - )P C R .
T h e r e s e a r c h p r e s e n t e d i n t h i s t e c h n i c a l r e p o rt d e s c r i b e s e v a lu a t i o n s o f d i f f e r e n t
a d s o r p t i o n - e l u t i o n f i l t e r a p p r o a c h e s f o r t h e s e n s it i v e , r e l i a b l e , a n d c o s t - e f f e c t i v e r e c o v e r y
o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s fr o m s e a w a t e r . T h e d e v e l o pm e n t o f s u c h a s y s t e m i s
im p o r t a n t f o r d e f i n i n g t h e l e v e l s o f h u m a n v i r a l p o l l u t i o n i n s e a w a t e r s w o r l d w i d e a n d f o r
o n g o i n g m o n i t o r i n g o f t h e m i c r o b i a l q u a l i t y o f b e a c h e s u s e d f o r r e c r e a t i o n a l a c t i v i t i e s .
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N o r o v i r u s e s
N o r o v i r u s e s (N o V ) a r e a g r o u p o f p o s i t i v e - s e n s e , s i n g l e - s t r a n d e d R N A v i r u s e s
b e l o n g i n g t o t h e f a m i l y C a l i c i v i r i d a e . T h e s e n o n - e n v e l o p e d v i r u s e s h a v e a p a rt i c l e s i z e
o f 2 7 - 3 5 n m i n d i am e t e r a n d v i r i o n s a r e c o m p r i s e d o f 9 0 d im e r s o f a m a j o r c a p s i d p r o t e i n
(V P l ) a n d s e v e r a l m o l e c u l e s o f a m i n o r c a p s i d p r o t e i n V P 2 . T h e i r g e n o m e i s o r g a n i z e d
i n t o t hr e e m a j o r o p e n r e a d i n g f r a m e s (O R F s ) a n d h a s a l e n g t h o f 7 . 5 - 7 . 7 kb (A t m a r a n d
E s t e s 2 0 0 1 ) . N o V h a v e b e e n t e n t a t i v e l y s u b d i v i d e d i n t o 5 g e n o g r o u p s w i t h t h e m a j o r i t y
o f t h e v i r u s e s i n f e c t i n g h u m a n s b e l o n g i n g t o ge n o g r o u p s I a n d I I (G I , G i l ); a f e w s t r a i n s
h a v e b e e n d e s c r i b e d b e l o n g i n g t o g e n o g r o u p I V (G I V ) . B o v i n e n o r o v i r u s e s b e l o n g t o a
s e p a r a t e g e n o g r o u p I I I (G U I ) , a n d r e c e n t l y a m u r i n e n o r o v i r u s h a s b e e n d e s c r i b e d t h a t i s
g e n e t i c a l l y d i f f e r e n t fr o m gr o u p I - IV a n d fo r m s y e t a n o t h e r g e n o g r o u p (G V ). W i t hi n t h e
h u m a n g e n o g r o u p s (G I , I I , I V ) , N o V c a n b e f u rt h e r s u b d i v i d e d i n t o a t l e a s t 2 2 ge n o t y p e s .
T h i s c l a s s i fi c a t i o n i s b a s e d o n t h e g e n e t i c s im i l a r i t y o f t h e s t r a i n s i n t h e m a j o r c a p s i d
p r o t e i n (V P l ) (G r e e n e t a l . , 2 0 0 1 ; V i n j e e t a l . , 2 0 04 ) .
E p i d e m i o l o g i c a l l y , G i l N o V h a v e b e e n f o i m d i n a s s o c i a t i o n w i th t h e m a j o r i t y
(> 9 0% ) o f t h e i n v e s t i g a t e d o u t b r e a k s w o r l d w i d e , a n d g e n o t y p e 4 (G I I . 4 ) h a s b e e n
r e p o rt e d a s t h e p r e d o m i n a n t s t r a i n i n m o s t y e a r s (G r e e n e t a l . , 2 0 0 1 ) . I n a l l , N o V a r e t h e
m o s t c o m m o n e t i o l o g i c a g e n t o f a c u t e g a s t r o e n t e r i t i s (b o t h e p i d e m i c a n d s p o r a d i c ) i n
p e o p l e o f a l l a g e s i n d e v e l o p e d c o u n t r i e s (F a n k h a u s e r e t a l . , 2 0 0 2 ; K o o p m a n s e t a i . ,
2 0 0 0 ) . N o V a r e t r a n s m i t t e d t hr o u g h t h e f e c a l - o r a l r o u t e , m e a n i n g t h e v i r u s c a n b e
a c q u i r e d p e r s o n - t o - p e r s o n o r t h r o u g h i n g e s t i o n o f c o n t am i n a t e d f o o d o r w a t e r , w i t h
p e r s o n
- t o - p e r s o n t r a n s m i s s i o n b e i n g m o s t c o m m o n (G r e e n e t a l . , 2 0 0 1) . B a s e d o n h i m i a n
v o l u n t e e r s t u d i e s w i t h N o r w a lk v i r u s , t h e m i n im u m i n f e c t i o u s d o s e h a s b e e n e s t im a t e d t o
b e o n l y 10 - 10 0 p a r t i c l e s , m a k i n g N o V a v e r y c o n t a g i o u s a n d r e a d i l y t r a n s m i s s i b l e v i r u s
(G l a s s e t a l . , 2 0 0 0 ) . H e n c e , m o s t o u t b r e a k s a r e r e p o rt e d i n s e m i - c l o s e d c o m m u n i t i e s
s u c h a s h o s p i t a l s , n u r s i n g h o m e s , a n d c r u i s e s h i p s . N o V i n f e c t i o n s a r e g e n e r a l l y s e l f -
l im i t i n g , l a s t i n g 2 - 3 d a y s . T h e c l i n i c a l d i s e a s e i s c h a r a c t e r i z e d b y a 1- 2 d a y i n c u b a t i o n
p e r i o d f o l l o w e d b y l o w - g r a d e f e v e r , n a u s e a , v o m it i n g , a n d d i a r r h e a . Sh e d d i n g o f v i r u s i n
t h e f e c e s b e g i n s a t t h e o n s e t o f s y m p t o m s a n d m a y p e r s i s t f o r a t l e a s t 10 d a y s o r l o n g e r
f o l l o w i n g i n f e c t i o n (K o o p m a n s e t a l . , 2 0 0 2 ) .
D e s p i t e m a n y a t t e m p t s t o d e v e l o p o n e , n o c e l l c u lt u r e s y s t e m f o r N o V i s c u r r e n t l y
a v a i l a b l e . E l e c t r o n m i c r o s c o p y (E M ) h a s t r a d i t i o n a l l y b e e n u s e d f o r t h e d i r e c t
v i s u a l i z a t i o n o f t h e v i r i o n s i n s t o o l s a m p l e s , b u t E M r e q u i r e s e x p e n s i v e e q u i p m e n t a n d
t h e p r e s e n c e o f > 10
^
v i r a l p a rt i c l e s p e r m l o f s t o o l f o r s u c c e s s f u l d e t e c t i o n . T h e f a c t t h a t
N o V u s u a l l y a r e s h e d i n t h e f e c e s in s m a l l e r n u m b e r s t h a n o t h e r e n t e r i c v i r u s e s l im it s t h e
s u c c e s s o f t h e EM f o r N o V d i a g n o s i s . A m a j o r b r e a k th r o u g h f o r N o V d i a gn o s t i c s a n d
r e s e a r c h w a s th e c l o n i n g an d s e q u e n c i n g o f t h e N o r w a l k v i r u s ge n o m e (J i an g e t a l . , 19 9 0 )
a n d S o u t h a m p t o n g e n o m e (L a m b d e n e t a l . , 19 9 3) , a l l o w i n g th e d e v e l o p m e n t o f s e v e r a l
g e n e r a t i o n s o f b r o a d l y - r e a c t i v e R T - P C R a s s a y s d u r i n g t h e 19 9 0 s (A n d o e t a l . , 19 9 5 ;
V i n j e e t a l . , 1 9 9 6 ; J i a n g e t a l . , 19 9 9 ) . R e c e n t l y , s e v e r a l N o V E L I S A s h a v e b e e n
d e v e l o p e d b a s e d o n r e c o m b i n a n t - e x p r e s s e d m a j o r c a p s i d p r o t e i n s (V P l ) , w h i c h
s p o n t a n e o u s l y a s s e m b l e i n t o v ir u s - l i k e p a r t i c l e s (V L Ps ) , a n d p o l y c l o n a l a n t i b o d i e s a n d
m o n o c l o n a l a n t i b o d i e s (M A b s ) r a i s e d a g a i n s t t h e V L P s , b u t t h e p e r f o r m a n c e o f t h e s e
a s s a y s i s n o t a d e q u a t e t o r e p l a c e R T - P C R a s s a y s f o r t h e r o u t i n e d i a g n o s i s o f N o V i n
f e c a l s a m p l e s (B u r t o n - M a c L e o d e t a l . , 2 0 04 ) .
F o r s e n s i t i v e d e t e c t i o n o f N o V i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s , n o t o n l y a s u p e r i o r R T -
P C R a s s a y i s n e c e s s a r y , b u t a l s o e m p h a s i s o n t h e r e m o v a l o f R T - PC R i n h i b i t o r s t h a t a r e
e a s i l y c o - c o n c e n t r a t e d d u ri n g s t a n d a r d fi l t e r - e l u t i o n m e t ho d s . B e s i d e s b e i n g e x t r e m e l y
s e n s i t i v e
,
a n a d d i t i o n a l a d v a n t a g e o f P C R i s t h e p o t e n t i a l f o r s e q u e n c i n g o f P CR p r o d u c t s
t o a l l o w d i r e c t l i n k in g a n o u t b r e a k t o t h e s o u r c e o f c o n t a m i n a t i o n (F a n k h a u s e r e t a l . ,
1 9 9 8 ) .
A d e n o v i r u s e s
H u m a n a d e n o v i r u s e s (H A dV ) a r e d o u b l e - s t r a n d e d D N A v i r u s e s i n t h e f a m i l y
A d e n o v i r i d a e a n d g e n u s M a s t a d e n o v i r u s . H A d V c a n b e g r o u p e d i n t o s i x s p e c i e s o r
s u b g r o u p s , d e s i g n a t e d A thr o u g h F , a n d 5 1 s e r o t y p e s (H o r w it z 2 0 0 1) . T h e v i ri o n s a r e
n o n - e n v e l o p e d h a v e a n i c o s a h e d r a l s ym m e t r y a n d m e a s u r e 7 0
- 10 0 n m i n d i a m e t e r . T h e
c a p s i d c o n s i s t s o f 12 p e n t o n c a p s o m e r s a n d 24 0 h e x o n c a p s o m e r s (C D C 2 0 0 5 ) a n d
s u r f a c e p r o j e c t i o n s (p e n t o n f i b r e s ) p r o j e c t fr o m e a c h a p e x . T h e s e p e n t o n fi b r e s c o n s i s t o f
a s l e n d e r s h a ft w i t h a g l o b u l a r h e a d , a n d t h e y a r e i n v o l v e d i n t h e p r o c e s s o f a t t a c h m e n t o f
t h e v i r u s p a r t i c l e t o t h e h o s t c e l l . T h e a d e n o v i r u s ge n o m e i s l i n e a r d s - D N A a n d th e t o t a l
ge n o m e i s b e t w e e n 3 0
- 3 6 k b l o n g .
H A d V a r e t r a n s m i t t e d b y d i r e c t c o n t a c t , f e c a l - o r a l a n d w a t e r b o m e r o u t e s , a n d t h e
v i r a l p a r t i c l e s h a v e b e e n s h o w n t o b e v e r y s t a b l e i n t h e e n v i r o n m e n t , w h i c h m a y
c o n t r i b u t e t o t r a n s m i s s i o n v i a f o m i t e s (C D C 2 0 0 5) . H A d V c a n c a u s e a w i d e r a n g e o f
c l i n i c a l i l l n e s s e s , fr o m u p p e r r e s p i r a t o r y i n f e c t i o n s (g r o u p s B , C a n d E ) , t o c o n j u n c t iv i t i s
(g r o u p D a n d E ), o r g a s t r o e n t e r i t i s (g r o u p F ) . M o s t H A d V i n f e c t i o n s a r e m i l d a n d s e l f -
l im i t i n g , t h o u g h s o m e t y p e s c a n c a u s e p e r s i s t e n t , a s y m pt o m a t i c i n f e c t i o n s w i t h p r o l o n g e d
s h e d d i n g o f v i r a l p a r t i c l e s f o r p e r i o d s o f m o n t h s t o y e a r s . Se r o t y p e s 4 0 a n d 4 1 , i n g r o u p
F , a r e t h e o n l y a d e n o v i r u s e s t h a t h a v e b e e n e s t a b l i s h e d a s a n im p o r t t i n t c a u s e o f
c h i l d h o o d g a s t r o e n t e r i t i s w o r l d w i d e , w i t h i n f a n t s a n d y o u n g c h i l d r e n a t t h e h i gh e s t r i s k
o f i n f e c t i o n (H o r w i t z 2 0 0 1 ) .
H A d V c a n b e c u l t i v a t e d i n c e l l c u l t u r e
,
a l t h o u g h f o r t h e g r o u p F v i r u s e s , s p e c i a l
c e l l s a n d c u l t u r e c o n d i t i o n s m a y b e n e c e s s a r y . D i r e c t a n t i g e n d e t e c t i o n m e th o d s b y
im m u n o fl u o r e s e n c e (I F ) , e n z y m e im m u n o a s s a y (E I A ) , a n d l a t e x a g g l u t i n a t i o n h a v e a l s o
b e e n w i d e l y u s e d , b u t r e q u i r e a r e l a t i v e l y h i gh c o n c e n t r a t i o n o f v i r u s p a r t i c l e s . F u r t h e r
t y p i n g i n t o s u b g r o u p a n d s e r o t y p e m a y b e w a r r a n t e d i n a c l i n i c a l s e t t i n g , w h e r e
h e m a g g l u t i n a t i o n i n h i b i t i o n o r v i r u s n e u t r a l i z a t i o n a s s a y s a r e u s e d t o i d e n t i f y t h e
s e r o t y p e (H o r w i t z 2 0 0 1 ) . T h e d e v e l o p m e n t o f P C R a s s a y s h a s a l l o w e d f o r m o r e r a p i d
d e t e c t i o n o f a d e n o v i r u s e s i n c l i n i c a l s a m p l e s , a s w e l l a s s im u l t a n e o u s c l a s s i fi c a t i o n t o t h e
s p e c i e s a n d s e r o t y p e l e v e l (A U a r d e t a l . , 1 9 9 2 ; P ri n g - A k e r b l o m e t a l . , 19 9 9 ) . T h e s e
a s s a y s a l s o h a v e s e n s i t i v i t y e q u a l o r g r e a t e r t o t h e m o r e t r a d i t i o n a l m e th o d s s u c h a s
h e m a g g l u t i n a t i o n (X u e t a l . , 2 0 0 0 ) .
N o r o - a n d a d e n o v i r u s e s i n w a t e r
B e c a u s e h u m a n n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s a r e e x c r e t e d i n t h e f e c e s o f i n f e c t e d
i n d i v i d u a l s , t h e s e v i r u s e s c a n b e f o i m d i n w a t e r c o n t a m i n a t e d w i th h i m i a n f e c e s s u c h a s
s e w a g e . D i r e c t c o n t a c t w i t h s u c h f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r s c o n s t i t u t e s a pu b l i c h e a l t h
r i s k ; r e c r e a t i o n a l s e a w a t e r e x p o s u r e h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h i n c r e a s e d i n c i d e n c e o f
i l l n e s s i n c l u d i n g g a s t r o e n t e r i t i s , a n d r e c r e a t i o n a l s w im m i n g h a s b e e n a s s o c i a t e d w i t h
o u t b r e a k s o f N o V (B a l a r a j a n e t a l . , 19 9 1 ; B a r o n e t a l . , 19 8 2 ; C D C 2 0 0 4 , K a p p u s e t a l . ,
19 8 2 ; K a r im e t a l . , 2 0 0 4 ; L e v y e t a l . , 1 9 9 8) . C o n s u m p t i o n o f c o n t a m i n a t e d d r i n k i n g
w a t e r , a n d o f r a w s h e l l fi s h , w hi c h c o n c e n t r a t e v i r u s e s fr o m t h e s u r r o u n d i n g w a t e r , h a s
a l s o b e e n a s s o c i a t e d w i t h n o r o v i r u s o u t br e a k s (S e l l e r e t a l . , 1 9 9 7 ; D o w e l l e t a l . , 199 5 ;
K u k k u l a e t a l .
,
19 9 9 ) .
A l t h o u g h n o h u m a n a d e n o v i r u s o u t b r e a k s h a v e b e e n d e s c r i b e d a s a r e s u l t o f
e x p o s u r e t o f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r , s e v e r a l s t u d i e s h a v e s u g g e s t e d t h e u s e o f t h e s e
v i r u s e s a s a n i n d e x o f h u m a n v i r a l p o l l u t i o n b e c a u s e t h e y m e e t m a n y o f t h e c r i t e r i a o f a n
i d e a l i n d i c a t o r o f f e c a l c o n t a m i n a t i o n (J i a n g a n d Ch u 2 0 0 4 ; J i a n g e t a l , 2 0 0 1; P i n a e t a l ,
1 9 9 8) . F o r e x a m p l e , a n i d e a l i n d i c a t o r s h o u l d b e p r e s e n t w h e n p a t h o g e n s a r e p r e s e n t ,
s h o u l d o u t n u m b e r p a t h o g e n s , a n d s h o u l d p e r s i s t i n t h e e n v i r o n m e n t a s l o n g a s o r l o n g e r
t h a n p a t h o g e n s s o t h a t t h e r e i s l o w p r o b a b i l i t y o f p a t h o g e n s b e i n g p r e s e n t w h e n t h e
i n d i c a t o r i s a b s e n t . H A d V f u l fi l l t h e s e c r i t e r i a i n t h a t t h e y w e r e d e t e c t e d m o r e o ft e n t h a n
o t h e r e n t e r i c v i r u s e s i n c o a s t a l w a t e r s a m p l e s a n d i n g r e a t e r n u m b e r s t h a n e n t e r o v i r u s e s
i n r a w s e w a g e i n m a n y l o c a t i o n s w o r l d w i d e (P i n a e t a l . , 19 9 8 ; I r v i n g a n d Sm i t h 19 8 1) .
H A d V h a v e a l s o b e e n s h o w n t o s u r v i v e w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p r o c e s s e s , a n d a r e m o r e
s t a b l e i n t a p w a t e r a n d s e a w a t e r t h a n e i t h e r h e p a t i t i s A o r p o l i o v i r u s (E n ri q u e z e t a l . ,
19 9 5 ; I r v i n g a n d Sm i t h 19 8 1 ; P i n a e t a l . , 1 9 9 8 ; P u i g e t a l . , 1 9 9 4 ; V a n H e e r d e n e t a l . ,
2 0 0 3 ) . B y PC R , i t i s p o s s i b l e t o d e t e c t e x c l u s i v e l y H A d V , m a k i n g i t p o s s i b l e t o p i n p o i n t
h u m a n c o n t a m i n a t i o n a s t h e s o u r c e o f t h e v i r u s (P i n a e t a l . , 19 9 8) .
C o n c e n t r a t i o n o f e n t e r i c v i r u s e s f r o m e n v i r o n m e n t a l w a t e r s
B e c a u s e t h e c o n c e n t r a t i o n o f e n t e r i c v i r u s e s s u c h a s N o V a n d H A d V i n
e n v i r o n m e n t a l w a t e r s c a n b e e x p e c t e d t o b e l o w , l a r g e v o l u m e s o f w a t e r n e e d t o b e
c o n c e n t r a t e d t o b e a b l e t o d e t e c t t h e s e v i r u s e s i n t h e l a bo r a t o r y (H u a n g 2 0 0 0 ) . A m o n g
t h e a v a i l a b l e v i r u s c o n c e n t r a t i o n m e t h o d s
,
fi l t e r a d s o r p t i o n - e l u t i o n u s i n g m i c r o p o r o u s
fi l t e r s h a s b e e n m o s t w i d e l y u s e d . T h e p o r e s i z e o f t h e s e fi l t e r s i s g e n e r a l ly b e t w e e n 0 . 2
a n d 8 . 0 m i c r o n s
,
w h i c h i s c o n s i d e r a b l y l a r g e r t h a n t h e d i a m e t e r o f t h e v i r i o n s t h e m s e l v e s
(2 0 - 10 0 n m ). Th u s t h e v i r u s e s a r e n o t r e t a i n e d b y s i z e - e x c l u s i o n , b u t b y a c o m b i n a t i o n
o f e l e c t r o s t a t i c a n d h y dr o p h o b i c i n t e r a c t i o n s (F a r r a h 19 8 2 ) . B o t h n e ga t i v e l y a n d
p o s i t i v e l y c h a r g e d fi lt e r s h a v e b e e n s u c c e s s f u l l y u s e d f o r v i r u s r e c o v e r y . F o l l o w i n g
a d s o r p t i o n o n t o t h e fi l t e r s u r f a c e , t h e v i r u s p a r t i c l e s a r e e l u t e d f r o m t h e fi l t e r , u s u a l l y
u s i n g a p r o t e i n - c o n t a i n i n g b u f f e r s o l u t i o n . T h e s e p r o t e i n s c o m p e t e w i t h t h e v i r u s e s f o r
a d s o r p t i o n s i t e s o n t h e fi l t e r , d i s p l a c i n g t h e v i r u s e s a n d c a u s i n g th e m t o be r e m o v e d w i th
th e e l u a t e . T h e e l u a t e t h e n n e e d s t o b e fi i r t h e r c o n c e n t r a t e d b y a n y o f s e v e r a l m e t h o d s ,
i n c l u d i n g o r g a n i c fl o c c u l a t i o n , PE G p r e c i p it a t i o n o r u l t r a fi l t r a t i o n (F a r r a h e t a l . , 1 9 7 6 ;
S o b s e y a n d G l a s s 19 8 0 ; L i e t a l . , 19 9 8 ; J i a n g e t a l . , 2 0 0 1 ; K a t a y am a e t a l . , 2 0 0 2 , a n d
L a m o th e e t a l . , 2 0 0 3 ) .
F o r d e t e c t i o n i n c l i n i c a l a s w e l l a s e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s , v i r u s e s w e r e
t r a d i ti o n a l l y d e t e c t e d b y c e l l c u l t u r e , b u t m o r e r e c e n t l y (R T - )PC R a s s a y s h a v e b e e n
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d e v e l o p e d f o r m o r e r a p i d a n d s e n s i t i v e d e t e c t i o n . C e l l c u l t u r e s y s t e m s , h o \ v e v e r , h a v e
t h e a d v a n t a g e t h a t o n l y i n f e c t i o u s v i r u s i s d e t e c t e d , m a k i n g i t s t r a i g h t f o r w a r d t o c o r r e l a t e
p o s i t i v e r e s u l t s w i t h h u m a n h e a l t h ri s k . (R T - ) PC R a s s a y s w i l l s p e c i fi c a l l y d e t e c t v i r a l
D N A /R N A , e v e n fr o m i n a c t i v a t e d v i r u s e s , m a k i n g i n t e r p r e t a t i o n b e t w e e n a p o s i t i v e
s i g n a l a n d h e a l t h ri s k s m o r e c o m p l i c a t e d . A n o t h e r j w t e n t i a l p r o b l e m o f u s i n g (R T - )P C R
a s s a y s f o r d e t e c t i o n o f v i r u s e s i n e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s i s t h a t t h e m e t h o d s u s e d t o
c o n c e n t r a t e t h e s a m p l e s d o w n t o v o l u m e s s m a l l e n o u g h t o b e a s s a y e d b y (R T - )P CR m a y
a l s o c o - c o n c e n t r a t e s u b s t a n c e s t h a t a r e i n h i b i t o r y t o (R T - )PC R a s s a y s (S c h w a b e t a l . ,
1 9 9 5 ) . E f f e c t i v e l y r e m o v i n g th e s e in h i b i t o r s o ft e n r e q u i r e s m u l t i - s t e p e x t r a c t i o n m e t h o d s
a n d p r e f e r a b l y t h e u s e o f a n i n t e r n a l c o n t r o l t o m o n i t o r t h e a b s e n c e o f i n h i b i t o r s i n t h e
fi n a l s a m p l e c o n c e n t r a t e . R e c e n t l y d e v e l o p e d m e t h o d s h a v e b e e n s h o w n t o s u c c e s s f ii i l y
r e m o v e p o t e n t i a l i n h i b i t o r s (J o t h i k u m a r e t a l . , 19 9 5 ; P a l l i n e t a l . , 19 9 7 ; J i a n g e t a l . ,
2 0 0 1) . (R T - )P C R b a s e d m e t h o d s h a v e t h e a d v a n t a g e o f b e i n g v e r y r a p i d , m o r e s e n s i t i v e
t h a n c e l l c u l t u r e
,
a n d a r e t h e o n l y a p p r o a c h t o d e t e c t n o n c u l t i v a t a b l e v i r u s e s s u c h a s t h e
n o r o v i r u s e s (G ri f fi n e t a l . , 1 9 9 9 ) . R e a l t i m e (R T - )P C R a s s a y s h a v e t h e a d d i t i o n a l
a d v a n t a g e s o f be i n g e v e n m o r e r a p i d a s w e l l a s g e n e r a t i n g s e m i - q u a n t i t a t i v e r e s u l t s in
r e a l t im e (D o n a l d s o n e t a l . , 2 0 0 2) . H e n c e t h i s m e t h o d o l o g y i s i d e a l l y s u i t e d t o c a l c u l a t i n g
v i r u s r e c o v e ri e s fr o m fi l t e r a d s o r p t i o n - e l u t i o n m e t h o d s .
N e g a t i v e ly c h a r g e d fi l t e r s f o r t h e r e c o v e r y o f e n t e r i c v i r u s e s f r o m n o n - s e a w a t e r s
a ) P o l i o v i r u s t y p e 1 a n d o t h e r e n t e r o v i r u s e s
T h e fi r s t r e p o r t e d s t u d i e s o n t h e p e r f o r m a n c e o f n e g a t i v e l y c h a r ge d fi l t e r s f o r t h e
c o n c e n fr a t i o n o f v i r u s e s f r o m w a t e r u s e d p r im a ri l y p o l i o v i r u s t y p e 1 s e e d e d t a p w a t e r
(H i l l e t a l . , 1 9 7 2 ; J a k u b o w s k i e t a l . , 1 9 7 5 ; F a r r a h e t a l . , 1 9 7 6 ; H i l l e t a h , 19 7 6 ; F a r r a h a n d
B i t t o n 1 9 7 8 ; G e r b a e t a l , 1 9 7 8 ; P a y m e n t a n d T r u d e l . , 1 9 7 9 ; S o b s e y a n d J o n e s . , 1 9 7 9 ;
a n d So b s e y a n d G l a s s . , 19 8 0 ) . Pr e c i s e m e t ho d s a n d o v e r a l l v i r u s r e c o v e r y e fi c i e n c i e s
v a ri e d w i t h e a c h s t u d y (T a b l e 1) , b u t a dj u s t i n g t h e p H o f t h e w a t e r i n t o t h e a c i d i c r a n g e
(p H 3 . 5 - 4 . 5 ) a p p e a r e d t o b e c r u c i a l f o r v i r u s r e c o v e r y (J a k u b o w s k i e t a l . , 19 7 5 ; H i l l e t a l . ,
1 9 7 6 ; F a r r a h a n d B i t o n 1 9 7 8 ; S o b s e y a n d J o n e s 19 79 ) . F o r e x a m p l e , p o l i o v i r u s
r e c o v e ri e s f o r F i l t e ri t e fi l t e r s d r o p p e d f r o m 6 6 % a t p H 3 . 5 t o 4 % a t p H 5 . 5 a n d 3 % a t p H
7 . 5 (S o b s e y a n d Jo n e s 19 7 9 ) . T h e t h e o r y b e h i n d t h i s w a s t h a t s i n c e b o t h t h e f i l t e r s a n d
v i r u s e s a r e n e g a t i v e l y c h a r g e d a t n e u t r a l p H , t h e y w o u l d e l e c t r o s t a t i c a l l y r e p e l e a c h
o t h e r . A t a n a c i d i c p H , t h e v i r u s p a r t i c l e s b e c o m e a t l e a s t p a r t i a l l y p o s i t i v e l y c h a r g e d ,
w h i c h e n h a n c e s t h e i r a d s o r p t i o n t o t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d m e m b r a n e . I n o t h e r s t u d i e s
l o w c o n c e n t r a t i o n s (r a n g e 0 . 2 - 5 m M ; T a b l e 1 ) o f m u l t i v a l e n t c a t i o n s (e i t h e r M g C l 2 o r
A IC I 3 ) w e r e a d d e d t o t a p w a t e r i n a d d i t i o n t o l o w e r in g th e p H (H i l l e t a l . , 19 72 ; F a r r a h e t
a l .
,
1 9 7 6 ; P a y m e n t a n d T r u d e l 19 7 9 ; G e r b a e t a l . , 1 9 7 8 ; a n d So b s e y a n d G l a s s 19 80 ) .
I n i t i a l l y i t w a s s u g g e s t e d th a t t h e s e c a t i o n s w o u l d f o r m s a l t b ri d g e s b e t w e e n t h e
n e g a t i v e l y c h a r g e d v ir u s e s a n d n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s , b u t l a t e r s t u d i e s (F a r r a h 19 8 2 ;
Sh i e l d s a n d F a r r a h 19 83 ) d e m o n s t r a t e d t h a t b o t h e l e c t r o s t a t i c a n d h y d r o p h o b i c
i n t e r a c t i o n s p l a y e d a r o l e i n t h e i n c r e a s e d a d s o r b a n c e o f v i r u s p a r t i c l e s i n t h e p r e s e n c e o f
m u l t i v a l e n t c a t i o n s .
O th e r s t u d i e s c o n t i n u e d t o e v a l u a t e p o l i o v i r u s t y p e 1 o r o t h e r e n t e r o v i r u s e s , b u t i n
d i f f e r e n t t y p e s o f w a t e r . L i k e t h e i n i t i a l p o l i o v i r u s t a p w a t e r s t u d i e s , r e s u lt s v a ri e d
w i d e l y , b u t a dj u s t i n g t h e p H o f t h e w a t e r t o a m o r e a c i d i c p H w a s k e y t o s u c c e s s f ixl v i r u s
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T a b l e 1 . M e t h o d s a n d r e c o v e r y e f f i c i e n c ie s f r o m e a r l y e x p e r im e n t s u s i n g n e g a t i v e ly c h a r g e d f i l t e r s a n d p o l i o v i r u s t y p e 1 i n t a p w a t e r
A u t h o r s a n d
P u b l i c a t i o n
D a t e
F i lt e r t y p e (s )
W a t e r M o d i f i c a t i o n s
V o l u m e b e f o r e f i l t e r i n g
E lu t i o n M e t h o d
C o n c e n t r a t io n o f
E lu a t e
R e c o v e r y e f f i c i e n c y
H il l e t a l . 19 7 2 M i l li p o r e M F 10 0 pH 4 . 5 , 5 m M
g a ll o n M g C l 2
J a k u b o w s k i e t
a l . 19 7 5
F a r r ah e t a l .
19 7 6
H i l l e t a l . 19 7 6
F a r r a h a n d
B i t o n 19 7 8
P a y m e n t a n d
T r u d e l 19 7 9
G e r b a e t a l .
19 7 8
S o b s e y a n d
Jo n e s 19 7 9
S o b s e y a n d
G l a s s 19 80
M i l l i p o r e M F , C o x 3 8 0 L a n d pH 3 5
A A , K - 2 7 , B a ls t o n 19 0 0 L
M i l l ip o r e H A , C o x 5 0 0
A A
,
G e lm a n g a ll o n
a c r o p o r , F i l t e r i t e , ( 19 0 0 L )
a n d K - 2 7
M i ll i p o r e M F , C o x 50 0
A A , K - 2 7 , B a l s t o n g a l lo n
( 19 0 0 L )
F il t e r it e 4 0 m l
pH 3 . 5 , 0 . 5 mM
A IC I 3
p H 3 . 5
p H 3 . 5
G e lm a n , F i lt e r i t e , 2 0 L p H 3 . 5 , 0 . 5 mM
Jo hn s - M a n v i l l e , A IC I 3
W h a t m a n ,
M i l li p o r e
K - 2 7 t h e n F i l t e r i t e 19 - l OOOL p H 3 . 5 , 1 . 5 m M
in se r i e s A I C I 3
C o x A A , F il t e r i t e 12 L a n d v a r i e d w / s a mp le
3 7 8 L
pH 9 . 0 , 5 x n u t r i e n t
b r o t h in 0 . 0 5M
c a r b o n a t e - b i c a r b
b u f f e r
g ly c in e b u f f e r p H 1 1 . 5 s e c o n d a r y fi lt r a t io n
a q u e o u s p o ly m e r
t w o - p h a se
s e p a r a t i o n
0 . 0 5M g ly c in e pH
10 . 5
o r g a n ic f l o c c u l a t i o n
0 . 0 5M g ly c i n e pH s e c o n d a r y fi lt r a t i o n
1 1 . 5
v a r io u s s o lu t i o n s n o n e
3 % b e e f e x t r a c t p H 9 n o n e
0 . 0 5 M g l y c in e , p H
10 . 5 - 1 1 . 5
F i lt e r i t e 3 . 8 L a n d p H 3 . 5 , 5 m M
10 0 0 L M gC l a
a l u m in u m
f l o c c u la t i o n t h e n
h y dr o e x t r a c t i o n
g ly c in e / N a O H a n d 3% 12 L : n o n e
b e e f e x t r a c t 3 7 8 L : se c o n d a r y
fi lt r a t io n
0 . 0 5 M g ly c in e o r o r g a n i c fl o c c u l a t i o n
0 . 3% b e e f e x t r a c t/ 0 . 0 5
M g ly c i n e , p H 9 . 5
9 7 % r e c o v e r y w / h ig h in p u t ,
6 7 % r e c o v e r y w / lo w i n p u t
3 8 0L : 2 8 . 8 - 4 5 . 3% r e c o v e r y
190 0 L : 2 5- 8 0 % r e c o v e r y
4 0 - 5 0 % r e c o v e r y fr o m
F i l t e r i te ( o t h e r fi lt e r s
c l o g g e d a n d c o u l d n o t
p r o c e s s th i s v o lu m e o f
w a t e r )
2 8 - 4 2 % r e c o v e r y , n o
s ig n i fi c a n t d i f fe r e n c e s
b e t w e en fi l t e r s
v ar i e d w / e lu e n t , fr o m 5 -
93% e lu t i o n (9 3% = c a s e i n
/0 . 3 5M N a
^
pH 9 . 0)
v a r i e d w / fi lt e r , b u t
ge n e r a l ly > 9 0 % a d s o r p t i o n ,
8 5 % e lu t i o n
52 % r e c o v e r y
B e st a t p H 3 . 5 : 6 6%
r e c o v e r y fr o m F i l t e r i t e , 50 %
r e c o v e r y fr o m C o x A A
8 6 % a d so r pt io n , 6 2 %
e l u t i o n , 3 4 % o v e r a l l
r e c o v e r y
1 1
r e c o v e r y . F o r e x a m p l e , w h e n t r e a t e d w a s t e w a t e r e f f l u e n t w a s a dj u s t e d t o p H 3 . 5 a n d 0 . 5
m M A IC I 3 w a s a d d e d , u s i n g K 2 7, M 7 8 0 , a n d F i lt e r i t e fi l t e r s , 8 5% o f s e e d e d p o l i o v i r u s
t y p e 1 w a s r e c o v e r e d (L a n d r y e t a l . , 19 7 8) . R e c o v e r y o f 87 - 9 8% w a s o b t a i n e d f o r f o u r
d i f fe r e n t e n t e r o v i r u s e s I r o m l a k e w a t e r a n d t a p w a t e r a dj u s t e d t o p H 3 . 5 u s i n g B a l s t o n
fi l t e r s (G u t tm a n - B a s s a n d N a s s e r 1 9 84 ) . R e c o v e r y o f f o u r e n t e r o v i r u s e s fi
-
o m t a p w a t e r
a dj u s t e d t o p H 3 . 5 u s i n g F i l t e r i t e fi l t e r s w a s 4 3 - 6 7% , w i t h d i f f e r e n t r e c o v e r i e s f o r
d i f f e r e n t v i r u s e s (S hi e l d s e t a l . , 1 9 8 5 ) . S e v e r a l s t u d i e s s h o w e d t h a t t h e p r e s e n c e o f
o r g a n i c a c i d s s u c h a s h u m i c o r f u l v i c a c i d s i n w a t e r s i g n i fi c a n t l y d e c r e a s e s t h e r e c o v e r y
o f p o l i o v i r u s t y p e 1 fi
-
o m n e g a t i v e l y c h a r ge d F i l t e r i t e fi l t e r s (G u t tm a n - B a s s a n d
C a t a l a n o - Sh e r m a n 19 8 5 ; So b s e y a n d H i c k e y 19 8 5 ) .
b ) C o l i p h a g e s
M o r e r e c e n t s t u d i e s u s i n g n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s f o c u s e d o n o t h e r v i r u s e s s u c h
a s c o l i p h a g e s . T h e s e v i r u s e s , w h i c h i n f e c t c o l i f o r m b a c t e r i a , a r e fi
-
e q u e n t l y u s e d a s
i n d i c a t o r o r g a n i s m s o f f e c a l p o l l u t i o n . U n l i k e t h e e n t e r o v i r u s s t u d i e s , s o m e s u c c e s s f u l
r e s u l t s h a v e b e e n r e p o r t e d w i t h o u t t o t h e a d d i t i o n o f m u l t i v a l e n t c a t i o n s a n d l o w p H . F o r
e x am p l e , u s i n g M i l l i p o r e M F fi l t e r s a n d 3% b e e f e x t r a c t / 0 . 3 % T w e e n 8 0 p H 7 a s e l u e n t ,
r e c o v e r i e s o f 82% o f s e e d e d c o l i p h a g e s fr o m I L g r o u n d w a t e r s a m p l e s h a v e b e e n
r e p o r t e d (S o b s e y e t a l . , 2 0 0 4 ) . H o w e v e r , t h e m a j o r i t y o f t h e s t u d i e s s h o w e d t h a t b o t h
a c i d i fi c a t i o n a n d t h e a d d i ti o n o f m u l t i v a l e n t c a t i o n s w e r e n e e d e d f o r a d e q u a t e r e c o v e r y .
F i l t e r i t e fi l t e r s h a v e b e e n r e p o r t e d t o h a v e g o o d a d s o r p t i o n c h a r a c t e r i s t i c s (9 9 - 10 0 % ) fo r
s e v e r a l d i f f e r e n t c o l i p h a g e s (M S2 , O X 7 14 , T 2 a n d T 4 ) w h e n s e e d e d i n t a p w a t e r a n d
s e w a ge , b u t o n l y w h e n t h e w a t e r w a s a c i d i fi e d t o p H 5 o r 6 a n d A I C I 3 w a s a d d e d t o a
fi n a l c o n c e n t r a ti o n o f 2 m M (G o y a l e t a l . , 19 8 0 ) . H o w e v e r , t h e c o l i p h a g e s d i d n o t e l u t e
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v e r y w e l l fr o m t h e s e f i l t e r s , t y p i c a l l y y i e l d i n g < 10 % e l u t i o n . E l u t i o n c o u l d b e im p r o v e d
t o > 3 5 % w h e n 0 . 0 5 M g l y c i n e b u f f e r p H 10 . 5 w a s u s e d (G o y a l e t a l . , 19 8 0 ) . O t h e r
s t u d i e s r e p o r t e d r e c o v e r i e s o f 6 1% a n d 7 8% f o r c o l i p h a g e s P R D l a n d M S 2 , r e s p e c t i v e l y
w h e n t h e p H w a s a dj u s t e d t o 3 . 5 a n d M n C l i w a s a d de d t o 0 . 1 M (Sc o t t e t a l . , 2 0 0 2 ) .
c ) O t h e r v i r u s e s
A m u c h sm a l l e r n u m b e r o f s t u d i e s h a v e r e p o r t e d t h e r e c o v e r y o f p a t h o g e n i c
e n t e r i c v i r u s e s , o t h e r t h a n n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s , u s i n g n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s . T h e
r e c o v e r y o f s im i a n a g e n t (S A l 1 ) , u s e d a s a m o d e l f o r hu m a n r o t a v i r u s e s , f r o m F i l t e r i t e
fi l t e r s r a n g e d fr o m 2 8 . 6% (i n s p i k e d s e w a g e ) t o 80% (i n d i s t i l l e d w a t e r ) (Sm i t h a n d
G e r b a 1 9 82 ) . A p p r o x im a t e l y 5 0% o f h e p a t i t i s A v i r u s w a s r e c o v e r e d f r o m t a p w a t e r
a dj u s t e d t o p H 3 . 5 w i t h 5 mM A IC I 3 u s in g F i l t e r i t e fi l t e r s (So b s e y e t a l . , 1 9 8 5) . A g a i n ,
t h e s e s t u d i e s s h o w e d t h a t a dj u s t i n g t h e p H t o < p H 6 a n d t h e a d d i t i o n o f m u l t i v a l e n t
c a t i o n s a r e k e y f o r s u c c e s s f u l r e c o v e r y o f v i r u s e s u s i n g n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s .
d ) N o r o - a n d a d e n o v i r u s
F i n a l l y , o n l y a l im i t e d n u m b e r o f s t u d i e s h a v e v a l i d a t e d n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s
f o r t h e r e c o v e r y o f a d e n o v i r u s e s , a n d n o s t u d i e s o n t h e r e c o v e r y o f n o r o v i r u s f r o m n o n -
s e a w a t e r s h a v e b e e n d e s c r i b e d . U s i n g K 2 7 a n d C o x A A fi l t e r s , 1 0 0% a d s o r p t i o n a n d
> 10 0 % e l u t i o n o f a d e n o v i r u s 5 fr o m t a p w a t e r a dj u s t e d t o p H 6 . 0 w i t h 0 . 0 5M M g C b w a s
r e p o r t e d (F i e l d s a n d M e t c a l f 19 7 5) . A s t u d y u s i n g F i l t e r i t e fi l t e r s a n d v a r i o u s w a t e r s
sp i k e d w i th s im i a n a d e n o v i r u s 1 1 s h o w e d v a r i a b l e r e c o v e r i e s ( 1 t o 7 9% ) d e p e n d i n g o n
t h e t y p e o f w a t e r , b u t i n g e n e r a l r e c o v e r i e s w e r e b e t t e r w h e n M g C i 2 w a s a d d e d (S o b s e y
a n d G l a s s 19 8 4 ) . A n d a l t h o u gh t h e p r e s e n c e o f o r g a n i c a c i d s d i d n o t a d v e r s e l y a f f e c t t h e
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r e c o v e r y o f s i m i a n a d e n o v i r u s 1 1 , t h e e l u t i o n e fi c i e n t l y w a s s i g n i f i c a n t l y l e s s c o m p a r e d
t o e n t e r o v i r u s e s (So b s e y a n d G l a s s 19 8 4 ) .
I n s u m m a r y , i t i s c l e a r t h a t v a l i d a t e d m e t h o d s e x i s t f o r c o n c e n t r a t i n g a n d
d e t e c t i n g e n t e r o v i r u s e s a n d c o l i p h a g e s f r o m n o n - s e a w a t e r s u s i n g n e g a t i v e l y c h a r g e d
fi l t e r s , b u t v e r y l im i t e d d a t a a r e a v a i l a b l e f o r p a t h o g e n i c e n t e r i c v i r u s e s , e s p e c i a l l y n o r o -
a n d a d e n o v i r u s e s .
P o s i t i v e l y c l i a r g e d f i l t e r s f o r t h e r e c o v e r y o f e n t e r i c v i r u s e s f r o m n o n - s e a w a t e r s
a ) E n t e r o v i r u s e s a n d c o l i p h a g e s
A s w i t h t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s , t h e m a j o r i t y o f t h e r e p o r t e d s t u d i e s o n
p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s i n n o n - s e a w a t e r s h a v e u s e d p o l i o v i r u s t y p e 1 o r c o l i p h a g e s f o r
s e e d i n g o f t h e w a t e r . M a n y o f t h e e a r l y s t u d i e s c o m p a r e d t h e p e r f o r m a n c e o f b o t h
p o s i t i v e a n d n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s u s i n g p o l i o v i r u s t y p e 1 i n t a p w a t e r . O v e r a l l t h e
fi lt e r s p e r f o r m e d s im i l a r l y , b u t t h e p o s i t i v e fi l t e r s w e r e c o n s i d e r e d t o b e e a s i e r t o u s e
b e c a u s e t h e y di d n o t r e q u i r e p H a dj u s t m e n t a n d a d d i t i o n o f m u l t i v a l e n t c a t i o n s t o t h e
fi l t e r s t o im p r o v e a d s o r p t i o n (T a b l e 2 ) . T h i s i s t h o u g h t t o b e du e t o t h e h y d r o s t a t i c
i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s u r f a c e a n d n e t n e g a t i v e c h a r g e o n t h e
v i r a l p a r t i c l e s a t a mb i e n t (n e a r n e u t r a l ) p H . T h e r e f o r e , m u l t i v a l e n t c a t i o n s a r e n o t
n e c e s s a r y t o e n h a n c e v i r u s a d s o r p t i o n o n t o p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s (H a r a m o t o e t a l . ,
2 0 0 4 ; L u k a s i k e t a l . , 2 0 0 0 ) .
T w o s t u d i e s e x a m i n e d th e r e c o v e r y o f s e v e r a l e n t e r o v i r u s e s f r o m p o s i t i v e l y
c h a r g e d fi l t e r s . T w o p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s , M K a n d I MD S , w e r e c o m p a r e d f o r
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T a b l e 2 . M e t h o d s a n d r e c o v e r i e s f r o m e x p e r i m e n t s c o m p a r i n g n e g a t i v e ly a n d p o s i t i v e l y c h a r g e d f i l t e r s a n d p o l i o v i r u s t y p e 1 in t a p w a t e r
A u t h o r s a n d
P u b l i c a t i o n
D a t e
F i l t e r t y p e ( s)
W a t e r M o d i fi c a t i o n s
V o l u m e b e f o r e fi l t e r i n g
E l u t i o n M e t h o d C o n c e n t r a t i o n o f E lu a t e R e c o v e r y e f fi c i e n c y
S o b s e y a n d N e g : C o x A A , 12 L a n d v a r i e d w / N e g a t i v e :
J o n e s 19 79 F i lt e r it e 3 7 8 L sa m p le g l y c i n e / N a O H pH
Po s i Se it z , 1 1 . 5 . Z e t a P l u s :
Z e t a P lu s g l y c i n e /N aO H pH 10 .
S e it z : 3% b e e f e x t r a c t
pH 9 . 0
12 L : n o n e
3 7 8 L : s e c o n d a r y fi l tr a t i o n
A t p H 3 . 5 : 6 6% r e c o v e r y
fr o m F i lt e r i t e
,
5 0% fr o m
C o x A A . A t amb ie n t p H :
6 4 % r e c o v e r y fr o m Z e ta
P l u s , 7 3 % fr o m S e i t z .
So b s e y a n d
G l a s s 1 9 8 0
N e g : F i lt e r i t e
P o s : Z e t a
P l u s . l M D S
3 8 L a n d N e g : p H 3 . 5 + / -
10 0 0 L M g C b
P o s : n o n e
0 . 0 5 M g ly c i n e o r
0 . 3 % b e e f e x tr a c t / 0 . 0 5
M g ly c in e , pH 9 . 5
o r g a n i c f l o c c u l a t io n F i lt e r i t e a n d I M D S s i m i la r
w it h 10 0 0 L : 8 6 a n d 9 0 %
a d s o r p t i o n , 6 2 a n d 7 8 %
e l u t io n , 3 4 a n d 4 8 %
o v e r a l l r e c o v e r y .
M e l n i c k e t a l .
19 84
R o u n d r o b i n
in v e st i g a t io n b y
si x l a b o r a t o r i e s
N e g : F i l te r i t e
P o s : I MD S
10 0 L N e g : p H 3 . 5 ,
0 . 5 mM A IC I 3
P o s : n o n e
F i lt e r it e : 3 % b e e f
e x tr a c t p H 9 . 0 o r
0 0 5M g l y c i n e p H
10 . 5 .
I M D S : 0 . 3 o r 3 % b e e f
e x tr a c t / g l y c i n e pH 9 . 5 .
A l ( O H )3 p r e c i p i t a t io n p l u s
h y d r o e x t r a c t i o n , o r g a n i c
f l o c c u la t io n
, p o ly e t h y l e n e
g l y c o l h y d r o e x t r a c t i o n ,
m em b r a n e d i sk fi l t r a t io n
,
m a g n e t i c ir o n a d so r pt io n
-
e lu t io n
L a r g e v a r i a t i o n . F i lt e r it e
l o w v i r u s in p u t : 8 - 19 8%
r e c o v e r y (m e a n 6 6 % ).
F i l t e r i t e h i gh in p u t : 6 - 4 6 %
r e c o v e r y . I M D S l o w
in p u t : 4 - 4 2 % r e c o v e r y ,
h i gh i n pu t : 1 - 3 8% .
G u t t m a n - B a s s N e g : C o x A A ,
a n d Ca t a l a n o - B a l s t o n
Sh e r m a n 19 8 5 P o s : S e it z ,
Z e t a P l u s
I L N e g : p H 3 5
P o s : p H 6 . 0
N e g : 1% b e e f e x t r a c t
P o s : 3 % b e e f e x t r a c t
o r g a n i c fl o c c u l a t io n N e g a t i v e fi l t e r s m o r e
s e n s i t iv e t o in t e r f e r e n c e b y
o r g a n ic a c i d s th a n p o si t i v e
fi l t e r s . R e c o v e r ie s 8 to
> 10 0 % f o r n e g a t iv e fi l te r s
3 6 t o > 10 0 % f o r p o s i t i v e
fi l t e r s .
So b se y a n d
H i c k e y 1 9 8 5
N e g : F il t e r it e
P o s : I M D S
3 0 0 m l N e g : p H 3 . 5 + / -
M g C l2
P o s : n o n e
0 . 0 3 % be e f e x t r a c t / 5 0 n o n e
m M g l y c i n e pH 9 . 5
O r g a n ic a c i d s d e c r e a s e d
r e c o v e r ie s fr o m b o t h
fi l t e r s . R e c o v e r ie s h i gh ly
v a r ia b le .
K a t a y a m a e t a l .
2 0 0 2
N e g :
M i l l ip o r e H A
P o s : I M D S
I L N e g : 2 5 m M
M gC l2
P o s : + / - 2 5 m M
M g C l ;
l O m M N aO H pH
10 . 5 - 10 . 8
,
b e e f e x t r a c t
pH 9 . 5
u l tr a fi l tr a t i o n N e g : 9 5 % r e c o v e r y w it h
l O m M N a O H a s e lu e n t .
P o s : 62 % r e c o v e r y w it h 1 0
mM N a O H a s e l u e n t .
1 5
r e c o v e r y o f p o l i o v i r u s t y p e l a n d C o x s a c k i e B 3 fr o m t a p w a t e r (M a e t a l . , 1 9 9 4 ) . U s i n g
c e l l c u l t u r e f o r d e t e c t i o n , t h e I M D S f i l t e r s y i e l d e d r e c o v e r i e s o f 9 0% f o r p o l i o v i r u s t y p e
1 a n d 9 5 . 8 % f o r C o x s a c k i e B 3 , w h i l e t h e M K fi l t e r s y i e l d e d 7 3 . 2 % r e c o v e r y o f
p o l i o v i r u s t y p e 1 a n d 3 2 . 8% fo r C o x s a c k i e B 3 . G i l g e n e t a l . ( 1 9 9 5 ) u s e d d i r e c t l y s i s o f
v i r a l n u c l e i c a c i d s fr o m p o s i t i v e l y c h a r g e d Z e t a p o r e fi l t e r s , f o l l o w e d b y R T - P CR , t o
d e t e c t p o l i o v i r u s t y p e s 1 , 2 , a n d 3 f r o m t a p w a t e r . T h e y d o n o t r e p o r t a p e r c e n t r e c o v e r y ,
b u t r e p o r t a d e t e c t i o n l im i t o f 10 0 0 v i r u s p a r t i c l e s i n 1 l i t e r o f w a t e r .
Se v e r a l o t h e r s t u d i e s e x am i n e d t he r e c o v e r y o f c o l i p h a g e s fr o m v a r i o u s t y p e s o f
n o n - s e a w a t e r s u s i n g p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s a n d c e l l c u l t u r e s y s t e m s f o r d e t e c t i o n .
R e c o v e r i e s v a r i e d b o t h w i t h i n a n d b e t w e e n fi l t e r t y p e s , w i t h n e i t h e r p o s i t i v e n o r n e g a t i v e
fi l t e r s s h o w i n g c o n s i s t e n t l y s u p e r i o r p e r f o r m a n c e (T a b l e 3 ) .
C o a t i n g o f fi l t e r s w i t h c a t i o n i c p o l y m e r s s h o w e d i m p r o v e m e n t o f v i r u s r e c o v e r y
fr o m 1 7 - 9 7 % t o 7 1 - 10 0% o v e r p H r a n g e 5 - 9 , a l t h o u g h d i f f e r e n t v i r u s e s d i d v a r y i n
p e r f o r m a n c e (P r e s t o n e t a l . , 1 9 9 8 ) . S e v e r a l d i f f e r e n t c o a t i n g s (p o l y e t h y l e n e im i a p (P E I ) ,
C h i t o s a n
, p o l y m y x i n B , a n d b e n z y l - d im e t h y l - h e x a d e c y l - am m o n i u m c h l o r i d e (B D H A ))
w e r e u s e d o n a v a r i e t y o f fi l t e r s (M i lU i p o r e H A , Wh a t m a n , G e lm a n , M T e c h ,
d i a t o m a c e o u s e a r t h , I M D S) fo r t h e r e c o v e r y o f c o l i p h a g e s fr o m t a p w a t e r (B o r r e g o e t a l . ,
19 9 1) . T h e r e s u l t s v a r i e d w i de l y f o r e a c h fi lt e r a n d c o a t i n g , b u t o v e r a l l , c o a t e d ,
n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s a d s o r b e d m o r e v i r u s ( 7 3%) t h a n I M D S fi l t e r s (5 4 . 9 % ) o r
u n t r e a t e d n e g a t i v e fi l t e r s (4 0% ) . H o w e v e r , e l u t i o n p r o v e d d i f fi c u l t a n d o v e r a l l r e c o v e ri e s
w e r e l o w : 1 4 - 19% r e c o v e r y fr o m c o a t e d n e g a t i v e fi l t e r s a n d 2 5 . 9% r e c o v e r y f r o m s i n g l e
-
l a y e r I M D S (t h o u g h d o u b l e - l a y e r I M D S y i e l d e d 4 9 %) r e c o v e r y ) .
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T a b l e 3 . M e t h o d s a n d r e c o v e t y e f fi c i e n c i e s f r o m e x p e r i m e n t s c o m p a r i n g n e g a t i v e ly a n d p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s a n d
c o l i p h a g e s i n v a r i o u s n o n - s e a w a t e r s
A u t h o r s a n d
P u b l i c a t i o n
D a t e
F i l t e r
t y p e (s )
W a t e r T y p e
a n d V o l u m e
M o d i fi c a t i o n s
b e f o r e fi l t e r i n g
E lu t i o n M e t h o d
C o n c e n t r a t i o n
o f E lu a t e
R e c o v e r y e f fi c ie n c y
G o y a l e t a l
19 8 0
N e g :
F il t e r it e
P e s : Z e t a
P lu s
2 0 m l t o 2 0 L
t a pw a t e r a n d
w a st e w a t e r
N e g : p H 5 , 6 , 7 ,
0 . 2 m M A IC I3
P o s : n o n e
s e v e r a l t r ie d , 1 ; 1 8 % b e e f
e x t r a c t / l M N a C l p H 9
b e st
n o n e F il t e r i t e : 9 9 % a d s o r p t i o n a t p H 5
& 6 w / 0 . 0 0 0 2 M A IC I 3 . P o o r
e lu t io n . Z e t a P l u s : 3 4 - 10 0%
r e c o v e r y fr o m t a p w a t e r , 5 5 %
fr om w a s t e w a t e r
S in g h a n d
G e r b a 19 8 3
P o s : Z e t a
P lu s
10 - 2 0 L
t a pw a t e r a n d
w a st e w a t e r
v a r i o u s p H
c o mp a r e d ( 6 . 0 -
9 . 5 )
4 % b e e f e x t r a c t / 0 . 5M
N aC l pH 9 . 5 a n d 3% b e e f
e x t r a c t p H 9 . 5
n o n e T a p w a t e r f 2 r e c o v e r y : 1 1 - 7 0 % ;
M S2 r e c o v e r y : 4 3 - 7 0 % . Se w a g e
c o l ip h a g e : r e c o v e r y 16 - 4 4 % .
R o s e e t a l N e g : 1 1
- 19 L N e g : p H 3 . 5 , 5
19 84 F i lt e r it e w a st e w a t e r m M A l C l a
P o s : I M D S
,
e f f l u e n t P o s : n o n e
Z e t a P lu s
3 % b e e f e x t r a c t p H 9 . 5 o r
0 . 0 5 M g l y c i n e pH 1 1 . 5
n o n e F r o m s e c o n d a r y e f f l u e n t , F i l t e r i t e :
4 0% r e c o v e r y , I M D S : 9 7 % , Z e t a
P lu s : 4 8% . L o w e r r e c o v e r i e s fr o m
p r im a r y e f f lu e n t . B e e f e x t r a c t
b e t te r th a n g l y c in e f o r e lu t i o n .
S t e t l e r 19 8 4 N e g :
B a l s t o n
P o s : I M D S
a n d T SM
115 - 1 9 0 0 L
v a r i o u s p o in t s
d u r in g w a t e r
t r e a t m e n t
N e g : p H 3 . 5 1% b e e f e x t r a c t p H 9 . 5 n o n e Ph a ge r e c o v e r y : 1 1% (B a ls t o n ),
2 0 % ( I MD S) a n d 2 1% ( T S M )
J o t h ilc u m a r
a n d C li v e r
19 9 7
N e g :
M il li p o r e
M A
P o s : I M D S
10 0 m l
t a p w a t e r a n d
w a st e w a t e r
n o n e u r e a a r g i n i n e p h o s p h a te
b u f f e r p H 9 . 0 o r 3% b e e f
e x tr a c t p H 9 . 0
M g C l2 I M D S : M e a n r e c o v e r y 7 5 2 % ,
p r e c i p i t a t i o n o r M il l ip o r e : 2 3 . 8 % . U r e a a r g in in e
o r g a n i c (8 4 . 7 % r e c o v e r y ) b e t t e r t h a n b e e f
f l o c c u la t i o n e x tr a c t ( 18 . 6 % r e c o v e r y )
S c o t t e t a l
2 0 0 2
N e g :
F i l t e r it e
P o s ; I M D S
10 0 m l a n d
l OL
d i w a t e r an d
s e a w a t e r
N e g : pH 3 . 5 a n d
v a r io u s sa lt s
P o s : p H 7
5 % b e e f e x t r a c t / 0 / 1%
T w e e n 8 0
n o n e 10 L fr e s h w a t e r , I M D S : 2 1%
r e c o v e r y
F ilt e r i te w / M n C l a : 6 1% r e c o v e r y
M il l ip o r e M F : 2 7 - 82 % r e c o v e r y
I M D S : 1 8- 6 6 % r e c o v e r y
S o b s e y e t a l
2 0 0 4
N e g :
M il l ip o r e
M F
P o s : I M D S
I L
g r o u n d w a t e r
B e s t = 3% b e e f
e x t r a c t /0 . 3 % T w e e n 8 0 ,
p H 9 . 5 f o r I M D S, pH 7
f o r M F . A l so t r i e d 3%
b e e f e x t r a c t a n d 3% b e e f
e x t r a c t 0 . 1% T w e e n 8 0 .
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b ) O t h e r v i r u s e s
Se v e r a l o t h e r s t u d i e s i n v e s t i g a t e d t h e r e c o v e r y o f p a t h o g e n i c e n t e r i c v i r u s e s o t h e r
t h a n n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s u s i n g p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s a n d c e l l c u l t u r e a s s a y s f o r
d e t e c t i o n . P o s i t i v e l y c h a r g e d Z e t a Pl u s fi l t e r s w e r e u s e d t o c o n c e n t r a t e s im i a n r o t a v i r u s
SA l 1 o u t o f r a w s e w a g e w i t h a r e c o v e r y r a t e o f 8 1% (M e hn e r t e t a l . , 19 9 7 ) . N e g a t i v e l y
c h a r g e d F i l t e r i t e a n d M i l l i p o r e fi l t e r s w e r e c o m p a r e d t o t h e p o s i t i v e l y c h a r ge d Z e t a P l u s
f o r r e c o v e r y o f s im i a n r o t a v i r u s SA l 1 fi
-
o m 1 0 0 m l t a p w a t e r ( Sm i t h a n d G e r b a 19 82 ) .
T h e p H o f t h e w a t e r w a s a dj u s t e d t o p H 3 . 5 a n d A IC I3 w a s a d d e d t o 0 . 5 m M fi n a l
c o n c e n t r a t i o n f o r t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s . F o r t h e Z e t a P l u s fi l t e r , t h e p H w a s
a dj u s t e d t o 7 . 0 . A l l t hr e e fi l t e r s h a d 10 0% a d s o r p t i o n , b u t t h e F i l t e r i t e fi l t e r r e s i s t e d
c l o g g i n g a n d h a d m u c h h i gh e r fl o w r a t e s t h a n t h e o t h e r t w o , a n d h e n c e w a s t h e fi l t e r u s e d
i n t h e r e m a i n d e r o f t h e s t u dy . T h e b e s t e l u e n t f o r SA l 1 fr o m t h e F i l t e r i t e fi l t e r s w a s
f o u n d t o b e 0 . 0 5M g l y c i n e / 1 0 % t r y p t o s e p h o s p h a t e b u f fe r p H 10 . W i t h t h i s m e ti i o d , 80%
o f SA l 1 w a s r e c o v e r e d f r o m 2 0L d i s t i l l e d w a t e r , 5 5% fr o m t h e s a m e v o l u m e o f t a p w a t e r ,
4 8% fr o m t r e a t e d s e w a g e a n d 2 9% fr o m r a w s e w a g e . P o l i o v i r u s t y p e 1 w a s r e c o v e r e d a t
10 0%) fr o m a l l w a t e r t y p e s e x c e p t r a w s e w a ge , w h e n r e c o v e r y dr o p p e d t o 7 9% . Th e s e
r e s u l t s s h o w th a t w a t e r q u a l i t y c a n s i g n i fi c a n t l y a f f e c t v i r u s r e c o v e r y , a n d t h a t d i f f e r e n t
v i r u s e s m a y y i e l d d i f f e r e n t r e c o v e r i e s , e v e n u n d e r t h e s a m e c o n d i t i o n s .
R o t a v i r u s r e c o v e r y o f 3 5% fr o m 4 0 0 L w a t e r w a s o b t a i n e d u s i n g p o s i t i v e l y
c h a r g e d I MD S fi l t e r s f o r a d s o r pti o n a n d 10%> t r y p t o s e p h o s p h a t e b r o t h / 3% b e e f e x t r a c t
p H 10 fo r e l u t i o n (T o r a n z o s a n d G e r b a 19 8 9 ) . I M D S fi l t e r s w e r e a l s o u s e d t o d e t e c t
r o t a v i r u s e s a s w e l l a s e n t e r o v i r u s e s a n d c o l i p h a g e s f r o m l a r g e v o l u m e s (6 5 - 7 5 6 L ) o f
d r i n k i n g w a t e r (K e s w i c k e t a l . , 19 84 ) . V i r u s e s w e r e d e t e c t e d m 8 3 %) o f fi n i s h e d w a t e r
18
s a m p l e s . H o w e v e r , v a l i d a t i o n o f t h i s m e t h o d f o r r o t a v i r u s r e c o v e r y w a s n o t p e r f o r m e d .
I M D S fi l t e r s w e r e u s e d t o d e t e c t e n t e r o v i r u s e s
,
r o t a v i r u s a n d h e p a t i t i s A v i r u s f r o m 4 0 0
g a l l o n s o f g r o u n d w a t e r (A b b a s z a d e g a n e t a l . , 1 9 9 9) . R T - P CR w a s f o v md t o b e m o r e
s e n s i t i v e t h a n c e l l c u l t u r e f o r e n t e r o v i r u s e s . H o w e v e r , o n l y fi e l d s a m p l e s w e r e a n a l y z e d ,
a n d th e fi l t e r e l u t i o n m e t h o d w a s n o t v a l i d a t e d f o r r o t a v i r u s o r h e p a t i t i s A v i r u s .
A p p r o x im a t e l y 5 0% o f h e p a t i t i s A v i r u s w a s r e c o v e r e d f r o m 1. 5 L o f t a p w a t e r u s i n g
n e g a t i v e l y c h a r g e d F i l t e r i t e fi l t e r s a n d p o s i t i v e l y c h a r g e d I M D S fi lt e r s w i t h c e l l c u l t u r e
f o r d e t e c t i o n (S o b s e y e t a l . , 1 9 8 5 ) . C o n s i s t e n t w i t h r e s u l t s de s c r i b e d p r e v i o u s l y , h e p a t i t i s
A v i r u s a d s o r b e d b e s t t o F i l t e r i t e fi l t e r s w h e n t h e w a t e r w a s a dj u s t e d t o p H 3 . 5 w i t h
A IC I3 a d d e d o r p H 5 . 5 w i t h M gC l i a d d e d . I M D S fi l t e r s a d s o r b e d t h i s v i r u s b e s t a t p H
4 . 5 a n d 5 . 5 w i t h o u t t h e a d d i t i o n o f m u l t i v a l e n t c a t i o n s . T h e b e s t e l u e n t f o r b o t h fi l t e r s
w a s s h o w n t o b e 3% b e e f e x t r a c t / 5 0 mM g l y c i n e /2 M N a N O s p H 9 5 . R e c o v e r y o f
h e p a t it i s A v i r u s w a s 9 8% w h e n a h o m e m a d e p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r m e d i a w a s u s e d
f o r r e c o v e r y f r o m 3 0 - 5 0 L v o l u m e s o f t a p w a t e r (L i e t a l . , 1 9 9 8) . T h e e l u e n t u s e d w a s 3 x
n u t r i e n t b r o t h p H 7 . 2 , a n d c e l l c u lt u r e w a s u s e d f o r d e t e c t i o n .
I n s u m m a r y , a l t h o u g h m a n y o f t h e s a m e fi l t e r s a n d c o n d i t i o n s t h a t y i e l d
s u c c e s s f u l r e c o v e r y o f i n d i c a t o r v i r u s e s c a n b e a p p l i e d t o o t h e r h u m a n e n t e r i c v i r u s e s ,
t h i s i s n o t a l w a y s t h e c a s e , a s t h e r e c o v e r y p e r f o r m a n c e o f o n e v i r u s d o e s n o t p r e d i c t t h e
p e r f o r m a n c e o f o t h e r e n t e r i c v i r u s e s u s i n g t h e s a m e a d s o r p t i o n
- e l u t i o n s y s t e m s .
c ) N o r o - a n d a d e n o v i r u s
F e w s t u d i e s h a v e i n v e s t i g a t e d t h e u s e o f p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s f o r t h e r e c o v e r y
o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s I r o m n o n - s e a w a t e r s . F i l t e r i t e a n d I MD S fi l t e r s w e r e
c o m p a r e d f o r t h e r e c o v e r y o f s im i a n a d e n o v i r u s a s w e l l a s t hr e e e n t e r o v i r u s e s fr o m 1 . 3 L
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o f r a w , fi n i s h e d a n d a c t i v a t e d c a r b o n t r e a t e d w a t e r (S o b s e y a n d G l a s s 19 84 ). F o r
F i l t e ri t e fi l t e r s
,
t h e w a t e r s w e r e a dj u s t e d t o p H 3 . 5 w i t h o u r w i t h o u t a d d i t i o n o f 5 m M
Mg C b . W a t e r s w e r e a dj u s t e d t o p H 7 . 5 f o r I M D S fi l t e r s . B o t h fi l t e r s w e r e e l u t e d w it h
0 . 3% b e e f e x t r a c t p H 9 . 5 , a n d s im i em a de n o v i r u s w a s d e t e c t e d by c e l l c u l t u r e . G r e a t e r
r e c o v e r i e s o f s i m i a n a d e n o v i r u s w e r e f o u n d w i t h F i l t e r i t e (3 2 % ) t h a n w i t h I M D S fi l t e r s
( 15% ). I n a n o t h e r s t u d y h u m a n a d e n o v i r u s e s t y p e s 2 a n d 12 , p o l i o v i r u s t yp e 1 a n d
h e p a t it i s A v i r u s w e r e r e c o v e r e d fi
-
o m 5 0L o f r i v e r w a t e r u s i n g u s e d p o s i t i v e l y c h a r g e d
Z e t a P l u s fi l t e r s a n d n e s t e d (R T - )PC R fo r d e t e c t i o n (P i n a e t a l . , 1 9 9 8) . R e c o v e r y w a s
r e p o r t e d t o b e 7 0% , b u t n o s p e c i fi c s f o r i n d i v i d u a l v i r u s e s w e r e r e p o r t e d . T h i s m e th o d
w a s t h e n a p p l i e d t o fi e l d s a m p l e s i n w h i c h a d e n o v i r u s e s w e r e d e t e c t e d m o s t o ft e n .
A d e n o v i r u s t y p e s 4 0 a n d 4 1, a s t r o v i r u s e s , a n d e n t e r o v i r u s e s w e r e r e c o v e r e d fi
"
o m s u r f a c e
w a t e r u s i n g I M D S fi l t e r s a n d i n t e g r a t e d c e l l c u l t u r e P C R f o r d e t e c t i o n (C h a p r o n e t a l . ,
2 0 0 0 ) . A g a i n , t h e s e m e t h o d s w e r e a p p l i e d t o fi e l d s a m p l e s w i t h o u t v a l i d a t i o n f o r e a c h
i n d i v i d u a l v i r u s
,
b u t 4 8% o f fi e l d s a m p l e s w e r e p o s i t iv e f o r a d e n o v i r u s . T h e c u l t i v a b l e
p r im a t e c a l i c i v i r u s (P a n - 1) , w h i c h b e l o n g s t o t h e v e s i v i r u s g e n u s , h a s b e e n u s e d a s a
m o d e l f o r h u m a n c a l i c i v i r u s (H u a n g e t a l 2 0 0 0 ) . I M D S fi l t e r s w e r e u s e d t o c o n c e n t r a t e
P a n - 1 a n d p o l i o v i r u s t y p e 1 f r o m u p t o 4 0 L o f fi n i s h e d , g r o u n d , a n d s u r f a c e w a t e r s ,
w h i c h w e r e a dj u s t e d t o n e u t r a l p H b e f o r e fi l t e r i n g . P l a q u e a s s a y a n d R T - P C R w e r e u s e d
f o r d e t e c t i o n . R e c o v e r y o f Pa n - 1 r a n g e d f r o m 14 - 3 8% , d e p e n d i n g o n w a t e r t y p e , w i t h
fi n i s h e d w a t e r b e i n g t h e h i g h e s t a n d s u r f a c e w a t e r t h e l o w e s t . R e c o v e r y o f p o l i o v i r u s
t y p e 1 f r o m fi n i s h e d w a t e r w a s 5 3 % . H u m a n n o r o v i r u s e s (V a l e t t a a n d H a w a i i s t r a i n s )
w e r e r e c o v e r e d fr o m I L o f b o t t l e d w a t e r u s i n g p o s i t i v e l y c h a r g e d Z e t a p o r fi l t e r s f o r
a d s o r p t i o n a n d s e m i
- n e s t e d R T - PC R f o r d e t e c ti o n (L a m o t h e e t a l . , 2 0 0 3 ) . R e c o v e r y
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r a n g e d f r o m 2 8 - 4 5% , v a r y i n g w i t h t h e s t r a in o f n o r o v i r u s . I n a n o t h e r s t u d y , Z e t a p o r e
fi l t e r s w e r e u s e d t o r e c o v e r n o r o v i r u s
,
h e p a t it i s A v i r u s a n d C o x s a c k i e B 2 f r o m I L o f
t a p w a t e r u s i n g 1% b e e f e x t r a c t / 5 0 m M g l y c i n e p H 9 . 5 fo r e l u t i o n (G i l g e n e t a l 19 9 7 ) .
T h e s e r e s e a r c h e r s r e p o r t e d a d e t e c t i o n l im i t o f 1 t i s s u e c u l t u r e i n f e c t i v i t y d o s e p e r I L o f
w a t e r , b u t u n f o r t u n a t e l y o v e r a l l r e c o v e r i e s w e r e n o t r e p o r t e d .
I t i s c l e a r f r o m t h i s i n f o r m a t i o n t h a t e f f e c t i v e (> 5 0% r e c o v e r y ) , v a l i da t e d m e t h o d s
f o r t h e d e t e c t i o n o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s f r o m n o n - s e a w a t e r s u s i n g p o s i t i v e l y c h a r g e d
fi l t e r s h a v e n o t y e t b e e n r e p o r t e d . F o r o t h e r v i r u s e s , t h e r e c o v e ri e s u s i n g p o s i t i v e fi l t e r s
a r e v a ri a b l e b o t h w i t h i n a n d be t w e e n s t u d i e s
,
a n d t h e r e i s n o c o n s i s t e n t a d v a n t a g e o f
p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s o v e r n e g a t i v e l y c h a r ge d fi l t e r s , o t h e r t h a n t h e e a s e o f u s e s i n c e
t h e p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s r e q u i r e l e s s m a n i p u l a t i o n (i . e . , a dj u s t i n g p H ) o f t h e w a t e r
b e fo r e fi l t r a t i o n . T h e E PA h a s c h o s e n t o u s e t h e p o s it i v e l y c h a r ge d I M D S fi l t e r s a s t h e i r
s t a n d a r d m e t h o d f o r t h e r e c o v e r y o f w a t e r b o m e v i r u s e s (T o u t e t a l . , 2 0 0 1) . T h e y c it e t h i s
c h o i c e o f m e t h o d b e c a u s e i t i s " t h e m o s t w i d e l y u s e d v i r u s a d s o r p t i o n - e l u t i o n m e t h o d
"
(p . 14 - 1) a n d b e c a u s e t h e u s e o f t h e I M D S fi l t e r s d o e s n o t r e q u i r e a l t e ri n g t h e w a t e r
b e f o r e fi l t r a t i o n . R e c o m m e n de d v o l u m e s o f w a t e r v a r y w i t h w a t e r s o u r c e , w i t h I L f o r
h i g h l y c o n t a m i n a t e d s o u r c e s s u c h a s s e w a g e a n d 18 0 0 L f o r dri n k i n g w a t e r . T h e p r o t o c o l
i n c l u d e s e l u t i o n w i t h 1. 5% b e e f e x t r a c t /0 . 0 5 M g l y c i n e p H 9 . 5 , a n d c o n c e n t r a t i o n o f t h e
v i r u s e s b y o r g a n i c fl o c c u l a t i o n .
R e c o v e r y o f e n t e r i c v i r u s e s f r o m s e a w a t e r
T h e r e a r e e v e n f e w e r r e p o r t s o f t h e c o n c e n t r a t i o n o f h xi m a n e n t e ri c v i r u s e s fr o m
s e a w a t e r . F o r t h i s r e a s o n
,
s t u d i e s u s i n g c o n c e n t r a t i o n m e th o d s o t h e r t h a n fi l t e r
a d s o r p t i o n
- e l u t i o n w i l l a l s o b e i n c l u d e d i n t h i s r e v i e w .
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a ) N o n - fi l t e r m e t h o d s
G a u z e p a d s h a v e b e e n u s e d t o c o n c e n t r a t e p o l i o v i r u s t y p e 1 f r o m 1 13 L o f
t a p w a t e r a n d s e a w a t e r ( L i u e t a l . , 19 7 1 ) . U s i n g c e l l c u l t u r e f o r d e t e c t i o n , r e c o v e ri e s o f
2 % f r o m t a p w ^a t e r a n d 15 - 1 9 % fr o m s e a w a t e r w ^e r e o b t a i n e d . T h e B o o m m e t h o d u s i n g
l y s i s o f t h e v i r u s b y g u a n i d i n i u m t h i o c y a n a t e a n d a d s o r p t i o n o f t h e v i r a l RN A t o s i l i c a
p a r t i c l e s w a s u s e d t o c o n c e n t r a t e e n t e r o v i r u s e s fr o m l a k e a n d w a s t e w a t e r a s w e l l a s
s e a w a t e r (Sc h v o e r e r e t a l 2 0 0 1) . H o w e v e r , n o v a l i da t i o n d a t a o f t h e m e t h o d w e r e
r e p o r t e d a n d o n l y fi e l d s a m p l e s w e r e a n a l y z e d .
E i t h e r v o rt e x o r t a n g e n t i a l fl o w fi l t r a t i o n (V F F o r T F F ) w e r e u s e d i n t h r e e s t u d i e s
f o r c o n c e n t r a t i o n o f e n t e r o v i r u s e s a n d c o l i p h a g e s f r o m s e a w a t e r . T F F w a s u s e d o n 2 L
v o l u m e s o f n a t u r a l s e a w a t e r t o c o n c e n t r a t e c o l i p h a g e s T 6 a n d O X 17 4 (A l o n s o e t a l . ,
1 9 9 9) . T h e c o l i p h a g e s w e r e d e t e c t e d b y d i r e c t v i s u a l i z a t i o n v i a t r a n s m i s s i o n e l e c fr o n
m i c r o s c o p y . U s i n g a l o w fl o w r a t e , r e c o v e ri e s w e r e 1 17 % f o r T 6 a n d 6 1% f o r O X 17 4 .
I n a n o t h e r s t u d y , V F F w a s u s e d t o c o n c e n t r a t e c o l i ph a g e T 2 fr o m 2 - 3 L o f s t e ri l e ei r t i fi c i a l
s e a w a t e r (P a u l e t a l . , 1 9 9 1) . A p l a q u e a s s a y w a s u s e d f o r d e t e c t i o n , a n d r e c o v e r y
a v e r a g e d 72 . 8% . V F F w a s a l s o u s e d t o c o n c e n t r a t e e n t e r o v i r u s e s f r o m 2 0 L o f s e a w a t e r
(D o n a l d s o n e t a l . , 2 0 0 2 ) . R e a l - t i m e R T - P C R w a s u s e d f o r d e t e c t i o n . T w o s a m p l e s
s p i k e d w i t h p o l i o v i r u s t y p e 1 t o v a l i d a t e t h e t e c hn i q u e ; r e c o v e r i e s w e r e 3 2 % a n d 7 3% ,
g i v i n g a m e a n o f 5 3% . Wh i l e t h e s e m e th o d s a p p e a r p r o m i s i n g f o r t h e c o n c e n t r a t i o n o f
e n t e ri c v i r u s e s f r o m s e a w a t e r , t h e y r e q u i r e e x p e n s i v e a n d s p e c i a l i z e d fi lt r a t i o n e q u i p m e n t
w h i c h i s n o t a v a i l a b l e i n m an y l a b o r a t o ri e s , a n d i t i s p o s s i b l e n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s
w o u l d p e r f o r m d i f f e r e n t l y i n t h e s e s y s t e m s t h a n e n t e r o v i r u s e s .
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b ) F i l t e r a d s o r p t i o n - e l u t i o n o f o t h e r e n t e r i c v i r u s e s f r o m s e a w a t e r
Se v e r a l s t u d i e s h a v e e x a m i n e d fi lt e r a d s o r p t i o n - e l u t i o n m e th o d s , u s i n g b o t h
n e g a t i v e l y a n d p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s , f o r t h e r e c o v e r y o f c o l i p h a g e s a n d e n t e r o v i r u s e s
fi " o m s a l t w a t e r s . C e l l c u l t u r e s y s t e m s w e r e u s e d f o r d e t e c t i o n . A s w i t h p r e v i o u s l y
m e n t i o n e d s t u d i e s , t h e r e s u l t s v a r i e d w i d e l y b e t w e e n e x p e r im e n t s (T a b l e 4 ) .
T w o s t u d i e s h a v e u s e d fi l t e r a d s o r p t i o n - e l u t i o n m e th o d s t o c o n c e n t r a t e v i r u s e s
o t h e r t h a n e n t e r i c v i r u s e s f r o m s e a w a t e r . P o s i t i v e l y c h a r g e d M K fi l t e r s w e r e u s e d t o
c o n c e n t r a t e v i r a l h a e m o r r h a g i c s e p t i c a e m i a v i r u s f r o m b o t h fi
-
e s h w a t e r a n d s e a w a t e r
(P i n t o e t a l . , 1 9 9 3 ) . R e c o v e r i e s v a r i e d fi - o m 12 - 1 0 0 % i n b o t h k i n d s o f w a t e r , w i t h a m e a n
o f 5 7% fr o m f r e s h w a t e r a n d 59% fr o m s e a w a t e r . N e g a t i v e l y c h a r g e d M i l l i p o r e M F a n d
Wh a t m a n G F /F
,
w i t h a n d w i t h o u t a c o a t in g o f 1% b o v i n e s e r u m a l b u m i n (B S A ) , w e r e
u s e d t o c o n c e n t r a t e m a r i n e b im a v i r u s f r o m I L o f s e a w a t e r (K a m a t a a n d Su z u k i 2 0 0 3 ) .
W h a t m a n G F / F fi l t e r s c o a t e d w i t h B SA w e r e f o u n d t o r e c o v e r s i g n i fi c a n t l y m o r e v i r u s
t h a n M i l l i p o r e M F fi l t e r s a n d G F / F fi l t e r s w i t h o u t t h e c o a t i n g H o w e v e r , p r e c i s e
r e c o v e r y p e r c e n t a g e s a r e d i fi c u l t t o d e t e r m i n e , a s d e t e c t i o n i s r e p o r t e d i n fl u o r e s c e n c e
i n t e n s i t y fr o m t h e P C R p r o d u c t s .
T hr e e s t u d i e s h a v e e x am i n e d t h e r e c o v e r y o f p a t h o g e n i c e n t e r i c v i r u s e s o t h e r t h a n
n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s f r o m s a l t w a t e r s u s i n g fi l t e r a d s o r p t i o n - e l u t i o n . I n t w o o f t h e s e
s t u d i e s s e a w a t e r w a s s p i k e d w it h SA l 1 a n d c o n c e n t r a t e d u s i n g F i l t e r i t e fi l t e r s w i t h
c o m p a r a b l e r e c o v e r i e s (4 2% a n d 50% ) (G o y a l a n d G e r b a 19 8 3 ; R a o e t a l . , 19 8 6 ) . T h e
s a m e fi l t e r w a s a l s o u s e d f o r t h e r e c o v e r y o f h e p a t i t i s A v i r u s fr o m 5 0 g a l l o n s o f
e s t u a r i n e w a t e r w i t h a r e c o v e r y o f 7 5% (J i a n g e t a l . , 19 8 6 ) .
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T a b l e 4 . M e t h o d s a n d r e c o v e r y e f f i c i e n c i e s f r o m e x p e r im e n t s u s i n g f i l t e r a d s o r p t i o n - e l u t i o n t o d e t e c t i n d i c a t o r v i r u s e s
i n s a l t w a t e r s
A u t h o r s a n d
P u b l i c a t i o n
D a t e
F i l t e r
t y p e ( s )
V i r u s (e s )
W a t e r T y p e
a n d V o l u m e
M o d i f i c a t i o n s
b e f o r e f i l t e r i n g
E l u t io n M e t h o d
C o n c e n t r a t i o n
o f E l u a t e
R e c o v e r y e f fi c i e n c y
9 7 % r e c o v e r y w it h
h ig h v ir a l i n p u t , 6 7 %
r e c o v e r y w i t h lo w
i n p u t
H i l l e t a l 1 9 7 2 N e g : P o l i o v u o i s 10 0 g a l l o n pH 4 . 5 , 5 mM
M il l ip o r e t y p e 1 t a p a n d M gC lj
M F e s tu ar i n e
p H 9 0 , 5x
n u tr i e n t b r o t h i n
0 . 0 5 M c a r b o n a t e -
b i c a r b b u f f e r
a q u e o u s p o l y m e r
t w o - p h a s e
se p a r a t i o n
H i l l e t a l 19 7 4 N e g :
M i l li p o r e
M F . H E
C o x M - 7 8 0
P o l i o v ir u s
t y p e 1
1 5 - 10 0
g a l l o n
e st u a r i n e
pH 3 . 5 , 0 . 5 m M
A I C I3 , 0 . 0 1 %
C e l i t e
5 x n u t r ie n t b r o t h ,
pH 9
a q u e o u s p o l ym e r
t w o - p h a s e
se p a r a t i o n
B o t h f i l t e r s : 3 5 - 7 4 %
r e c o v e r y w i t h h i g h
v ir a l in p u t , 0 . 4 - 2 . 2 %
r e c o v e r y w i t h l o w
in p u t
F a r r a h e t a l
1 9 7 7
N e g : K - 2 7
a n d F i lt e r it e
i n s e r i e s
P o l io v i r u s
t y p e l
4 0 0 L
e s tu a r i n e
w a t e r
pH 3 . 5 , 1 . 5 m M
A IC I3
0 . 0 5 M g ly c i n e ,
p H l l . 5
a l u m in u m
fl o c c u la t i o n ,
h y d r o e x t r a c t i o n ,
u lt r a f i l t r a t io n
O v e r a l l r e c o v e r y 4 2 -
5 6 %
S o b se y e t a l
19 7 7
N e g : K - 2 7
an d C o x A A
E n t e r o v ir u s e s
(4 ty p e s )
1 9 0 L
e st u a r i n e
w a t e r
p H 3 . 5 a n d 5 m M 0 . 0 5M g ly c i n e f e r r o u s c h l o r i d e
A I C I3 p H 1 1 . 5 p r e c ip it a t i o n
4 1% o v e r a l l r e c o v e ry
G e r b a e t a l N e g : K - 27 P o l io v i r u s 19 - l OOOL pH 3 . 5 , 1 . 5 m M 0 .0 5 M g l y c i n e ,
19 7 8 a n d F i l t e r i t e t y p e l t a p , s e a , a n d A IC I3 ( 2 . 5 mM in p H 10 5 - 1 1 . 5
s e w a g e s e a w a t e r )
a l um i n u m
fl o c c u l a t io n th e n
h y d r o e x t r a c t i o n
O v e r a l l r e c o v e r y :
5 2 %) t a p w a t e r , 5 3%
s e a w a t e r
,
5 0%i
se w a g e
G u t t m a n - B a s s
a n d N a s s e r
19 84
N e g :
B a l st o n
E n t e r o v ir u s e s
(4 t y p e s )
5L t a p , l a k e ,
s e a ,
w a s t e w a t e r
pH 3 . 5 3 %) b e e f e x t r a c t
p H 9
o r g a n ic f l o c c u l a t io n O v e r a l l r e c o v e r y :
6 3 %) fr o m s e a w a t e r ,
8 7 - 9 8% fr o m
la k e / t a p w a t e r
K a t a y am a e t
a l 2 00 2
N e g :
M i l li p o r e
H A . P o s :
I M D S
P o l io v i r u s
t y p e 1
I L a r t i f i c i a l
a n d n a tu r a l
s e a w a t e r
N e g : 2 5 mM
M gC l2
P o s : + / - 2 5 mM
M g C l2
l O m M N aO H
p H 10 5 - 10 . 8 ,
b e e f e x t r a c t p H
9
,5
u l t r a fi l t r a t io n N e g : 6 1 - 7 3%
r e c o v e r y
P o s : 6 % r e c o v e r y
P o s : < 1% ) r e c o v e r y ,
N e g : 5 8%) r e c o v e r y
Sc o tt e t a l
2 0 0 2
N e g :
F il t e r it e
P o s : I M D S
c o l ip h a g e s 10 0m l
s e a w a t e r
N e g : pH 3 . 5 a n d
O. OI M M n C lz
P o s : p H 7
5% b e e f
e x t r a c t / 0 1%)
T w e e n 8 0
n o n e
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Wh i l e d i f f e r e n t m e th o d s w e r e u s e d t o d e t e c t t h e v i r u s e s i n t h e s t u d i e s d e s c r i b e d i n
t h i s s e c t i o n (c e l l c u l t u r e , h y br i d i z a t i o n ) , t h e s e r e s u l t s de m o n s t r a t e t h a t n e g a t i v e l y c h a r ge d
fi l t e r s a r e s u p e r i o r t o p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s i n r e c o v e r i n g e n t e r i c v i r u s e s f r o m
s e a w a t e r .
c ) R e c o v e r y o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s f r o m s e a w a t e r
O n e s t u dy u s e d T F F a n d V F F t o r e c o v e r h u m a n a d e n o v i r u s a n d c o l i p h a g e s f r o m
s e a w a t e r fi e l d s a m p l e s (J i a n g e t a l . , 2 0 0 1 ) . S e a w a t e r v o l u m e s o f 2 0 - 4 0 L w e r e t e s t e d ,
a n d n e s t e d P C R w a s u s e d f o r d e t e c t i o n . P r e c i s e r e c o v e r y p e r c e n t a g e s w e r e n o t r e p o r t e d ,
b u t V F F w a s r e p o r t e d t o h a v e h i g h e r r e c o v e r y t h a n T FF w h e n s a m p l e s w e r e c o n c e n t r a t e d
s i de b y s i d e .
T w o s t u d i e s h a v e r e p o r t e d t h e u s e o f fi l t e r a d s o r p t i o n - e l u t i o n f o r t h e r e c o v e r y o f
h u m a n a d e n o v i r u s f r o m s a l t w a t e r s . K 2 7 a n d C o x A A f i l t e r s w e r e u s e d t o fi l t e r 5 - 2 5
g a l l o n s a r t i fi c i a l s e a w a t e r a n d e s t u a ri n e w a t e r a t p H 6 (F i e l d s a n d M e t c a l f 19 7 5 ) . A l l
( 10 0% ) s e e d e d a d e n o v i r u s t y p e 5 w a s a d s o r b e d t o b o t h o f t h e t e s t e d fi l t e r s . U s i n g
e s t u a r i n e w a t e r
,
C o x A A fi l t e r s s t i l l a d s o r b e d 10 0% o f t h e v i r u s
,
w h e r e a s K 2 7 a d s o r p t i o n
v a r ie d f r o m 6 3 - 10 0%
,
w i t h i n c r e a s i n g v o l u m e s s h o w i n g i n c r e a s i n g a d s o r p t i o n . E l u t i o n
w a s r e p o r t e d t o b e > 10 0% f r o m t a p w a t e r fi lt e r s , b u t e l u t i o n fi
-
o m s a l t w a t e r s a m p l e s w a s
n o t r e p o r t e d (F i e l d s a n d M e t c a l f 19 7 5) . A r e c e n t s t u d y s p i k e d a d e n o v i r u s t y p e 2 a n d 12 ,
p o l i o v i r u s t y p e 1, a n d h e p a t i t i s A v i r u s i n 5 0 0 m l a n d 5 0 L o f s e a w a t e r . T h e v i r u s e s w e r e
r e c o v e r e d u s i n g n e g a t i v e l y c h a r g e d M i l l i p o r e fi l t e r s a n d p o s i t i v e l y c h a r g e d Z e t a P l u s
fi l t e r s (P i n a e t a l . , 19 9 8 ) . W h e n a n a l y z i n g fi e l d s a mp l e s , n o p o s i t i v e s a m p l e s w e r e f o u n d
u s i n g th e Z e t a P l u s fi l t e r s , b u t a d e n o v i r u s w a s d e t e c t e d i n 7 o f 9 s m a l l v o lu m e s a m p l e s
u s i n g t h e M i l l i p o r e fi l t e r .
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O n l y fi e l d s a m p l e s h a v e b e e n u s e d t o e x a m i n e t h e r e c o v e r y o f h u m a n n o r o v i r u s e s
f r o m s a l t w a t e r s . N e g a t i v e l y c h a r g e d F i l t e r i t e f i l t e r s w e r e u s e d t o c o n c e n t r a t e 1 10 L o f
c a n a l w a t e r (G r i f fi n e t a l . , 1 9 9 9 ) . I n t o t a l , 10% o f t h e fi e l d s a m p l e s w e r e p o s i t i v e f o r
n o r o v i r u s
,
6 3 % w e r e p o s i t i v e f o r he p a t i t i s A v i r u s , a n d 7 9% w e r e p o s i t i v e f o r
e n t e r o v i r u s . H o w e v e r , w i t h n o v a l i d a t i o n o f t h e m e th o d , i t i s i m p o s s i b l e t o s a y h o w
e f f e c t i v e t h i s m e t h o d i s f o r t h e r e c o v e r y o f h u m a n n o r o v i r u s ; it i s p o s s ib l e t h a t r e c o v e r y
i s v e r y l o w , b u t 10% o f t h e s a m p l e s w e r e s u fi c i e n t l y p o l l u t e d t o a l l o w fo r d e t e c t i o n o f
t h e v i r u s .
A s w i t h n o n - s e a w a t e r s
,
i t i s c l e a r t h a t n o r e l i a b l e
,
v a l i d a t e d m e th o d s h a v e b e e n
r e p o r t e d f o r t h e s im u l t a n e o u s r e c o v e r y o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s f r o m s e a w a t e r .
O B J E C T I V E S
T h e o v e r a l l g o a l o f t h i s p r o j e c t w a s t o d e v e l o p a fi l t e r - b a s e d m e th o d f o r t h e r e c o v e r y o f
h u m a n a d e n o - a n d n o r o v i r u s fr o m s e a w a t e r . Sp e c i fi c o bj e c t i v e s w e r e :
• E v a l u a t i o n o f d i f f e r e n t m i c r o p o r o u s fi l t e r s f o r r e c o v e r y o f n o r o v i r u s a n d
a d e n o v i r u s
• E v a l u a t i o n o f d i f f e r e n t e l u t i o n c o n d i t i o n s (b u f f e r s , c o n t a c t t im e )
• E v a l u a t i o n o f v i r a l n u c l e i c a c i d e x t r a c t i o n m e th o d s
• I m p l e m e n t a t i o n o f r e a l t i m e (R T - )P C R f o r d e t e c t i o n
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D u r i n g t h e c o u r s e o f t h i s s t u d y , m a n y v a r i a b l e s w e r e e x am i n e d f o r o p t i m i z i n g t h e
r e c o v e r y o f h u m a n a d e n o - a n d n o r o v i r u s e s fr o m s e a w a t e r u s i n g fi l t e r a d s o r p t i o n / e l u t i o n
m e th o d s . T h e s e v a r i a b l e s a r e s u m m a r i z e d i n T a b l e 5 . D e t a i l e d i n f o r m a t i o n r e g a r d i n g
w h e n p a rt i c u l a r v a r i a b l e s w e r e e x am i n e d i s r e p o rt e d b e l o w i n t h e d e s c ri p t i o n s o f e a c h
t y p e o f e x p e ri m e n t .
T a b l e 5 . V a r i a b l e s e x a m i n e d i n e a c h s t e p o f t h e f i l t e r a d s o r p t i o n / e l u t i o n p r o c e s s
W a t e r V i r u s F i l t e r F il t r a t i o n E l u t i o n
T y p e T y p e T y p e M e t h o d M e t h o d
V i r u s
C o n c e n t r a t i o n
M e t h o d
V i r a l
R N A / D N A
E x t r a c t i o n
M e t h o d
PB S
S e a w a t e r
I n s t a n t
O c e a n
D e i o n i z e d
w a t e r
A d e n o v i r u s W h a t m a n
t y p e 2 a n d G F / F
4 1
N o r o v i r u s e s F i l t e r i t e
G G I l a n d
G G I I . 4
C o l ip h a g e
M S2
S y r i n ge b y C o m p o s i t i o n PE G p r e c ip i t a t i o n T R I z o l
h a n d o f e l u e n t
N a n o c e r a m
Sy r i n g e
p u m p
P r e s s u r e
v e s s e l
p H o f e l u e n t U l t r a i i l t r a t i o n
C o n t a c t t i m e
b e t w e e n
e l u e n t a n d
f i l t e r
T y p e o f
c o n t a c t
b e t w e e n
e l u e n t a n d
fi l t e r
Q ia g e n R N e a s y
p l a n t m in i k i t
M o d i fi e d B o o m
m e t h o d
Sm a l l V o l u m e A d s o r p t i o n /E l u t i o n E x p e r im e n t s
V i r u s s t r a i n s u s e d i n t h i s s t u d y
V i r u s s t r a i n s u s e d i n t h i s s t u d y w e r e c o l i p h a g e s t r a i n M S2 (A T T C 15 5 9 7 - B l ) ,
h u m a n a d e n o v i r u s t y p e 2 (A T C C V R - 1 10 0 ) , N o r w a l k v i r u s (s t o o l s a mp l e 2 3 - 3 ) , a n d a
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n o r o v i r u s G G I I . 4 p o s i t i v e s t o o l s a m p l e (O B 2 0 0 4 - 3 8 ) , w h i c h w a s o b t a i n e d f r o m a p a t i e n t
i n v o l v e d i n a n o r o v i r u s o u t b r e a k i n C h a p e l H i l l , N C i n 2 0 0 4 . St o o l s a m p l e s w e r e m i x e d
w i t h p h o s p h a t e b u f f e r e d s a l i n e (P B S ) t o o b t a i n a 1 0 - 2 0% s u s p e n s i o n a n d c e n t r i f u g e d t o
r e m o v e t h e s o l i d s . T o r e m o v e p o s s i b l e b a c t e r i a a s w e l l a s v i r u s a g g r e g a t e s , t h e s t o o l
s u p e rn a t a n t a n d c e l l c u l t u r e m a t e r i a l s w e r e c h l o r o f o r m e x t r a c t e d .
C o n c e n t r a t i o n o f v i r u s b y f i l t e r a d s o r p t i o n / e l u t i o n
F o r m o s t s e e d i n g e x p e r im e n t s a p p r o x im a t e l y 1 0
^
(R T - )P CR d e t e c t a b l e u n i t s o f




s e a w a t e r
,
o r I n s t a n t O c e a n
(A q u a r i u m Sy s t e m , I n c . , M e n t o r , O H ) . T h e v i r u s w a s a d d e d t o t h e w a t e r i n a s c r e w c a p
2 5 0 m l N a l g e n e c o n t a i n e r , m i x e d b y s w i r l i n g , a n d a l l o w e d t o s i t f o r 10 m i n u t e s a t r o o m
t e m p e r a t u r e b e f o r e s t a r t i n g fi l t r a t i o n . Th e m i c r o p o r o u s fi l t e r c h a r a c t e r i s t i c s a r e
s u mm a r i z e d i n T a b l e 6 . F o r G F /F
, (F i s c h e r S c i e n t i fi c , P i t t s b u r gh , P A ) a n d F i l t e r i t e
(F i l t e r i t e C o r p . , T im o n i u m , M D ) fi l t e r s , M g C b w a s a d d e d t o 5 0 m M fi n a l c o n c e n t r a t i o n ,
a n d P B S/ s e a w a t e r w a s p u s h e d th r o u g h t h e fi lt e r b y h a n d u s i n g a 6 0 m l s y r i n g e . T h e
G F / F fi l t e r w a s p u r c h a s e d a s a 14 2 m m d i am e t e r fl a t fi l t e r , a n d t h e F i l t e r i t e fi l t e r w a s
p u r c h a s e d a s a c a r t r i d g e fi l t e r . T h e c a r t r i d g e w a s b r o k e n d o w n , a n d 13 m m d i am e t e r
fi l t e r s w e r e c u t fi ^o m t h e fi l t e r m a t e r i a l . F i l t e r s w e r e h o u s e d i n s t a i n l e s s s t e e l fi l t e r
h o l d e r s . F o r N a n o c e r a m fi lt e r s (A r g o n i d e C o r p . , Sa n f o r d , F L ) , P B S/ s e a w a t e r w a s p u s h e d
th r o u gh u s i n g a n e l e c t r i c s y r i n g e p i m i p (H a r v a r d A p p a r a t u s , H o l l i s t o n , M A ) . F i l t r a t e w a s
c o l le c t e d i n a s t e r i l e c o n t a i n e r , a n d 10 0 fx l s a m p l e s o f P B S / s e a w a t e r w e r e r e m o v e d b o t h
b e f o r e a n d a ft e r fi l t r a t i o n f o r v i r a l R N A / D N A e x t r a c t i o n .
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T a b l e 6 . C h a r a c t e r i s t i c s o f f i l t e r m e d i a u s e d i n t h i s s t u d y
M a n u f a c t u r e r F i l t e r T y p e F i l t e r C h a r g e P o r o s i t y C o m p o n e n t s
W h a t m a n
F i l t e ri t e
A r go n i d e
G F / F
N a n o c e r a m
e l e c t r o n e g a t i v e 0 . 7 i^ m
e l e c t r o n e g a t i v e 0 . 4 5 ^ m
e l e c t r o p o s i t i v e 2 \i m
G l a s s m i c r o fi b r e
F i b e r g l a s s -
e p o x y
A l u m i n a fi be r s
i n a m i c r o g l a s s
fi b e r m a t r i x
F i l t e r e l u t i o n a n d v i r a l R N A / D N A e x t r a c t i o n
G F / F a n d F i l t e r i t e e x p e r i m e n t s . F i l t e r s w e r e r e m o v e d fr o m t h e fi l t e r h o u s i n g a n d c u t
i n h a l f w it h fl a m e d s c i s s o r s . E a c h h a l f o f t h e fi l t e r w a s t h e n e l u t e d i n e i t h e r 1 m l o f
b u f f e r A ( 1 . 5% (w / v ) b e e f e x t r a c t (B B L , B e c t o n D i c k i n s o n , C o c k e y s v i l l e , M D )) i n 50
m M g l y c i n e p H 7 . 0 o r i n b u f f e r B (l y s i s b u f fe r (Qi a g e n R L T b u f f e r ; Qi a g e n , V a l e n c i a ,
C A , w i t h 10 ^ 1 p m e r c a pt o e t h a n o l / 1 m l R L T b u f f e r ) .
B u ff e r A s a m p l e s w e r e e l u t e d a t p H 7 . 0 f o r 3 0 m i n . a t r o o m t e m p e r a t u r e , s v sdr l i n g
g e n t l y e v e r y 1 5 m i n . T h e p H w a s a dj u s t e d t o 9 . 5 f o r 10 m i n . t h e n r e - a dj u s t e d t o 7 . 0 , a n d
t h e v i r u s e s w e r e p r e c i p i t a t e d b y a d d i n g a n e q u a l v o l u m e o f 16% (w / v ) P E G , 0 . 6 M N a C l
s o l u t i o n a n d i n c u b a t i n g o v e r n i gh t a t 4
°
C . T h e v i r u s e s w e r e c o l l e c t e d b y c e n t r i f u ga t i o n a t




r e s u s p e n d e d i n 10 0 ^ 1 P B S , a n d c h l o r o f o r m e x t r a c t e d . A ft e r
c e n t r i fi i g a t i o n ( 1 0 , 0 0 0 x g , 5 m i n . ) , v i r a l R N A / D N A fr o m t h e a q u e o u s p h a s e w a s p u r i f i e d
u s i n g t h e Qi a g e n R N e a s y p l a n t m i n i k i t a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s .
B u f f e r B s a m p l e s w e r e e l u t e d i n 2 50 |x l Q i a g e n R L T b u f f e r / p m e r c a p t o e t h a n o l f o r
15 m i n . a t r o o m t e m p e r a t u r e . E l u a t e w a s p u r i fi e d u s i n g t h e Q i a g e n RN e a s y p l a n t m i n i
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k i t a c c o r d i n g t o m a n u f a c t u r e r
'
s i n s t r u c t i o n s . A l l v i r a l - R N A / D N A e x t r a c t s w e r e e i t h e r
u s e d d i r e c t l y o r s t o r e d a t - SOX .
N a n o c e r a m e x p e r i m e n t s . I n N a n o c e r a m e x p e r i m e n t s , t h e f i l t e r s w e r e n o t r e m o v e d fr o m
t h e f i lt e r h o u s i n g b e fo r e e l u t i o n ; i n s t e a d 2 . 5 m l 1 . 5% (w / v ) b e e f e x t r a c t 5 0 m M g l y c i n e
p H 9 . 0 (o r o t h e r e l u e n t s a s n o t e d ) w a s a p p l i e d t o t h e f i lt e r a n d i n c u b a t e d fo r 1 5 m i n . (o r
o t h e r t i m e s i n c o n t a c t t i m e e x p e r i m e n t s ) . T h e e l u e n t w a s t h e n p u s h e d t hr o u gh t h e f i l t e r
b y h a n d w i t h a 3 m l s y r i n g e a n d a dj u s t e d t o p H 7 w i t h 1 M H C l . Sa m p l e s u s e d i n M S 2
p l a q u e a s s a y s w e r e d i l u t e d d i r e c t l y a t t h i s s t e p . Sa m p l e s f o r (R T - )P C R w e r e e i t h e r P E G
p r e c i p i t a t e d a s d e s c r i b e d i n t h e p r e v i o u s s e c t i o n o r c o n c e n t r a t e d b y u l t r a fi l t r a t i o n u s i n g
C e n t r i c o n t u b e s (C e n t r i c o n Y M - f 0 0 , M i l l i p o r e C o r p , B e d f o r d , M A ) . C e n t r i c o n t u b e s
w e r e p r e p a r e d b y c e n t r i f u g i n g 1 m l 70% e t h a n o l , 1 m l 0 . 1% T w e e n 8 0 , a n d 1 m l s t e r i l e
w a t e r t hr o u g h th e t u b e i n s u c c e s s i o n a t 1 , 0 0 0 x g . T h e e l u a t e w a s t h e n a p p l i e d t o t h e t u b e
a n d c e n t r i f u g e d a t 1, 0 0 0 x g f o r 4 0 m i n . T h e fi l t r a t e w a s d i s c a r d e d a n d c o n c e n t r a t e w a s
c o l l e c t e d b y i n v e r t i n g t h e t u b e a n d c e n t r i f i i g i n g f o r 2 m i n . a t 1, 0 0 0 x g . F o l l o w i n g
u l t r a fi l t r a t i o n o r c h l o r o f o r m e x t r a c t i o n o f t h e r e s u s p e n d e d P E G p e l l e t s , v i r a l R N A / D N A
w a s e x t r a c t e d f r o m t h e c o n c e n t r a t e u s i n g a v a r i a t i o n o f t h e B o o m m e th o d (B o o m e t a l . ,
19 9 0 ) . B r i e fl y , a n e q u a l v o l u m e o f l y s i s b u f f e r (4M g u a n i d in e t h i o c y a n a t e (B o e h r i n g e r
M a n n h e im ), T E B u f f e r (A m b i o n ) , n u c l e a s e fr e e w a t e r (A mb i o n ) , N a C l , N a O A c , a n d
3 5 |j g/ m l p o l y a d e n y l i c a c i d ( Si gm a )) w a s a d d e d t o t h e e l u a t e a n d m i x e d b y v o r t e x i n g .
A f t e r i n c u b a t i o n f o r 10 m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e , 2 v o l u m e s o f 10 0% e th a n o l w e r e
a d d e d a n d t h e v i r a l n u c l e i c a c i d s w e r e b o u n d t o a QI A am p m i n i c o l u m n (Q i a g e n v i r a l
R N A k i t ) o r O m e g a B i o - T e k R N A s p i n c o l u m n (O m e g a B i o - T e k , D o r a v i l l e , G A ) . T h e
c o l u m n s w e r e s u b s e q u e n t l y w a s h e d b y a d d i n g 5 0 0 ^ 1 o f 7 5% e t h a n o l , i n c u b a ti n g f o r 1
3 0
m i n .
,
a n d c e n t r i f u g i n g f o r 1 m i n . a t 14 , 0 0 0 x g . A ft e r t h e fi l t r a t e w a s d i s c a r d e d , a n y
r e s i d u a l e t h a n o l o n t h e c o l u m n w a s r e m o v e d b y a n a d d i t i o n a l c e n t r i f i xg a t i o n s t e p . T h e
c o l u m n w a s t h e n m o v e d t o a s t e r i l e 1 . 5 m l E p p e n d o r f t u b e a n d v i r a l R N A /D N A w a s
e l u t e d i n 5 0 |j l T E bu f f e r a ft e r a fi n a l s p i n o f 1 m i n . a t 1 4 , 0 0 0 x g . V i r a l R N A / D N A w a s
e i t h e r u s e d d i r e c t l y o r s t o r e d a t - 8 0
°
C .
D e t e c t i o n o f c o l i p h a g e M S2 b y p l a q u e a s s a y a n d c o n v e n t i o n a l R T - P C R
P l a q u e a s s a y . T e n - f o l d s e r i a l d i l u t i o n s w e r e m a d e o f e a c h s a mp l e t o b e a s s a y e d . O n e -
h u n d r e d |j l o f e a c h d i l u t i o n a n d 1 m l o f l o g - p h a s e g r o w n E . c o l i F + h o s t w e r e a d d e d t o 10
m l 3% T SB / 0 . 8% a g a r w i t h s t r e p t o m y c i n / a m p i l l i c i n ( 1 5 u g / m l e a c h ) . T h i s m i x t u r e w a s
p o u r e d i n t o a s t e r i l e 10 0 m m Pe t r i d i s h , a l l o w e d t o c o o l , i n v e r t e d , a n d i n c u b a t e d a t 37
°
C
o v e r n i g ht .
C o n v e n t i o n a l R T - P C R . C o l i p h a g e M S2 R T - P C R w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e Q i a g e n
O n e - s t e p R T - P C R k i t i n a fi n a l r e a c t i o n v o l u m e o f 2 5 ^ 1 c o n s i s t i n g o f : 5 ^ 1 5 x Q i a g e n
R T - PC R b u ff e r
,
5 ^ 1 t e m p l a t e , 1 |j . l d N T P m i x , 1 ^ 1 e n z y m e m i x , 0 . 2 5 |j l o f f o r w a r d a n d
r e v e r s e p r i m e r (0 . 5 \xM fi n a l c o n c e n t r a t i o n ) , 0 . 5 ^ 1 RN a s e i n h i b i t o r (P r o m e g a , M a d i s o n ,
W I ) , a n d 12 |j l R N a s e - f r e e w a t e r . M S 2 s p e c i fi c p r im e r s (T a b l e 7 ) u s e d i n a o n e s t e p R T -
P C R a s s a y w e r e e q u a l l y s e n s i t i v e a s t h e p l a q u e a s s a y d e s c r i b e d a b o v e (d a t a n o t s h o w n ) .
T h e R T - P C R r e a c t i o n s w e r e c a r r i e d o u t i n a t h e r m a l c y c l e r (P T C - 2 0 0 , M J R e s e a r c h ,





a c t i v a t i o n o f T a q p o l y m e r a s e a t 9 5
' '
C f o r 15 m i n . i i i ) 4 0 c y c l e s o f 94
°





f o r 1 m i n . , a n d 7 2
°
C f o r 1 m i n .
,
f o l l o w e d b y a fi n a l e x t e n s i o n s t e p a t 7 2
°
C f o r 10 m i n .
3 1
T a b l e 7 . O l i g o n u c e l o t i d e s u s e d i n t h i s s t u d y
P r im e r / P r o b e O ri e n t a t i o n L o c a t i o n D N A S e q u e n c e (5
'
- 3 ' )
Pr o d u c t
Si z e
C o l i p h a g e M S2
'
M S2 R e p l i c a s e Fw
M S2 R e p l i c a s e R e v
R e p l i c a s e g e n e
+ 1 15 - 13 4
3 3 9 - 3 5 9
A G G G G T C GG T G C T T T C A T C
A T C G A T T C G T C T C G C C A T C T 24 5 b p
A d e n o v i r u s
'
A D JF 2
A D JR2




H e x o n g e n e
2 7 1- 2 9 1
3 4 4 - 3 6 6
2 9 9 - 3 2 0
G G A C G C C T C G G A G T A C C T G A G
A C I G T G GG G T T T C T G A A C T T G T T
C T GG T G C A G T T C G C C C G T G C C A 9 6 b p
N o r o v i r u s G I







0 RF 1- 0 R F 2
j u n c t i o n
52 83 - 5 3 0 0
5 3 7 7 - 5 3 5 8
5 3 19 - 5 3 4 1
C C A T G T T CC G T T G G A T G C
T CC T T A G A C G C C A T C A T C A T
T G T G G A C A G G A G A T C G C A A T C T C 9 4 bp
N o r o v i r u s G G I I
'
JJV 2 F
C 0 G 2 R




C a p s i d g e n e
50 0 3 - 5 0 2 8
50 80 - 5 10 0
50 4 8 - 5 0 6 7
C A A G A G T C A A T G T T T A G G T G G A T G A G
T C G A C G C C A T C T T CA T T C A CA
T G G G A G G G C G A T C G C A A T CT 9 8 b p
'
V in j 6 , u n p u b l i s h e d .
^
J o th i k u m a r e t a l . , 2 0 0 5a . N u c l e o t i d e p o s i t i o n s b a se d o n h u m a n A d e n o v ir u s t y p e 4 1 h e x o n g e n e (D 13 7 8 1)
'
J o t h ik u m a r e t a l . , 2 0 0 5b . N u c le o t i de p o s i t io n s b a s e d o n N o r w a lk v i r u s (M 87 6 6 1)
' *
Jo t h ik u m a r e t a l . , 2 0 0 5b . N u c le o t i d e p o s it io n s b a s e d o n L o r d s d a l e v i r u s ( X 8 6 5 5 5 7 )
^
F o r w a r d p r im e r i s N o r w a lk v ir u s s p e c i f i c a n d di f f e r e n t fr o m p u b l i s h e d p r i m e r .
P r o b e s a r e 5
'
l a b e l e d w it h 6 - c a r b o x y fl u o r e s c e i n (F A M ) a n d 3
'
l a b e le d w i t h B l a c kH o l e Q u e n c h e r .
32
PC R p r o d u c t s w e r e s e p a r a t e d b y e l e c t r o p h o r e s i s o n 2 % a g a r o s e g e l s , s t a i n e d w i t h
e t h i d i u m b r o m i d e
,
a n d v i s u a l i z e d b y U V l i gh t .
D e t e c t i o n o f h u m a n a d e n o v i r u s a n d n o r o v i r u s b y r e a l t i m e (R T - )P C R
A d e n o v i r u s . A d e n o v i r u s r e a l t i m e PC R w a s p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d (Jo t h i k u m a r e t a l . ,
2 0 0 5 b ) u s i n g t h e Q i a g e n Qu a n t i t e c t P r o b e P C R k i t i n a fi n a l r e a c t i o n v o l u m e o f 2 5 n l
c o n s i s t i n g o f : 5 |a l o f t e m p l a t e , 1 2 . 5 \i l o f Qu a n t i T e c t P r o b e M a s t e r M i x 2 X , 0 . 6 2 5 \i [ o f
e a c h f o r w a r d a n d r e v e r s e p r im e r (2 5 0 n M fi n a l c o n c e n t r a t i o n ) , 1 . 2 5 \i \ p r o b e (10 0 n M
fi n a l c o n c e n t r a t i o n ) a n d 5 ^ 1 R N a s e - l r e e w a t e r . P r im e r / p r o b e s e q u e n c e s a r e s h o w n i n
T a b l e 7 . T h e P C R r e a c t i o n s w e r e c a r r i e d o u t i n a Sm a r t c y c l e r (C e p h e i d , Su n n y v a l e , C A )
a n d c o n s i s t e d o f a c t i v a t i o n o f t h e T a q p o l y m e r a s e a t 9 5
°
C fo r 15 m i n .
,
f o l l o w e d b y 4 5
c y c l e s o f 9 5
°
C f o r 10 s e c , 5 5
°
C f o r 3 0 s e c
,
a n d 7 2
°
C f o r 1 5 s e c .
N o r o v i r u s . N o r o v i r u s r e a l t im e R T - P C R w a s p e r f o r m e d a s d e s c r i b e d (Jo t h i k u m a r e t a l . ,
2 0 0 5 a ) u s i n g th e Qi a g e n Qu a n t i t e c t P r o b e R T - PC R k i t i n a fi n a l r e a c t i o n v o l u m e o f 2 5 ^ 1
c o n s i s t i n g o f : 5 [ i l o f t e m p l a t e , 12 . 5 [x l o f Qu a n t i T e c t P r o b e M a s t e r M i x 2 X , 0 . 5 (x l o f
e a c h f o r w a r d a n d r e v e r s e p r i m e r (2 50 n M fi n a l c o n c e n t r a t i o n ) , 1 . 2 5 |n l p r o b e ( 10 0 n M
fi n a l c o n c e n t r a t i o n k ) , 0 . 2 5 ^ 1Qu a n t i T e c t R T m i x a n d 5 n l R N a s e - f r e e w a t e r .
P r im e r /p r o b e s e q u e n c e s a r e s h o w n i n T a b l e 7 . T h e R T - P C R r e a c t i o n s w e r e c a r r i e d o u t i n




a c t i v a t i o n o f t h e T a q p o l ym e r a s e a t 9 5
°
C fo r 1 5 m i n .
,
f o l l o w e d b y 4 5 c y c l e s o f 9 5
°
C f o r




C f o r 2 0 s e c
,
a n d 7 2
°
C f o r 15 s e c .
3 3
L a r g e V o l u m e R e c o v e r y E x p e ri m e n t s
C o n c e n t r a t i o n b y f i l t r a t i o n
A p p r o x i m a t e l y 1 0
^
(R T - )P C R d e t e c t a b l e u n i t s o f v i r u s w e r e a d d e d t o 1 2 - 2 0 L o f
s e a w a t e r t o w h i c h 5 0 m M M g C l a w a s a d d e d . T h e w a t e r w a s fi l t e r e d t h r o u gh a 14 2 mm
Wh a t m a n G F / F o r F i l t e ri t e fi l t e r u s i n g a p r e s s u r e v e s s e l . A s i n t h e s m a l l v o l u m e
e x p e r i m e n t s , 1 0 0 ^ 1 o f s e a w a t e r w a s r e m o v e d b e f o r e a n d a ft e r fi l t e r i n g a n d e x t r a c t e d
u s i n g t h e Q i a g e n R N e a s y p l a n t m i n i k i t . E i t h e r a 1/ 8 p o r t i o n o f t h e fi l t e r s w a s e l u t e d i n
1 . 5 % b e e f e x t r a c t / 5 0 m M g l y c i n e o r l y s i s b u f f e r a n d a n a l y z e d b y r e a l t i m e PC R a s
d e s c r i b e d p r e v i o u s l y , o r h a l f o f t h e fi l t e r w a s s o a k e d i n 1 . 5 % b e e f e x t r a c t / 5 0 m M g l y c i n e
f o r 2 hr . o n a r o c k i n g p l a t f o r m , f o l l o w e d b y P E G p r e c i p it a t i o n , (T R I z o l )/ c h l o r o f o r m
e x t r a c t i o n
,
a n d v i r a l RN A /D N A e x t r a c t i o n u s i n g t h e v a r i a t i o n o f t h e B o o m e t a l . ( 1 9 9 0 )
p r o t o c o l d e s c r i b e d p r e v i o u s l y , e x c e p t Qi a g e n m i d i c o l u m n s w e r e u s e d i n s t e a d o f m i n i
c o l u m n s
,
a n d v o l u m e s w e r e s c a l e d u p a p p r o p r i a t e l y . V i r a l R N A / D N A w a s c o n c e n t r a t e d
b y e th a n o l p r e c i p i t a t i o n a n d e i t h e r u s e d d i r e c t l y o r s t o r e d a t - 8 0
°
C . Sa m p l e s w e r e
a n a l y z e d b y r e a l t i m e (R T - )PC R a s d e s c r i b e d i n t h e p r e v i o u s s e c t i o n o r b y c o n v e n t i o n a l
(R T - )PC R a s d e s c r i b e d b e l o w .
D e t e c t i o n o f h u m a n a d e n o v i r u s a n d n o r o v i r u s b y c o n v e n t i o n a l (R T - )P C R
A d e n o v i r u s . A d e n o v i r u s P C R w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e Qi a g e n H o t St a r T a q m a s t e r m i x
k i t i n a fi n a l v o l u m e o f 2 5 |i l c o n s i s t i n g o f : 12 . 5 n l H o t St a r T a q m a s t e r m i x , 1 ^ 1 o f
f o r w a r d a n d r e v e r s e p r im e r (2 ^ M fi n a l c o n c e n t r a t i o n ) , a n d 8 ^ 1 R N a s e - f r e e w a t e r .
P r i m e r s e q u e n c e s a r e s h o w n i n T a b l e 8 . T h e P C R r e a c t i o n s w e r e c a r ri e d o u t in a t h e r m a l
c y c l e r (P T C - 2 0 0 , M J R e s e a r c h , H e r c u l e s , C A ) a n d c o n s i s t e d o f a c t i v a t i o n o f t h e T a q
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p o l y m e r a s e a t 9 5
°
C f o r 1 5 m i n . , f o l l o w e d b y 4 0 c y c l e s o f 9 4
°
C f o r 1 m i n . , 5 0
° C f o r 1
m i n . , 7 2 T f o r 1 m i n . , a n d a 10 m i n , fi n a l e x t e n s i o n a t 7 2
°
C . P r o d u c t s w e r e t h e n c o o l e d
t o 4
°
C . P CR p r o du c t s w e r e s e p a r a t e d b y e l e c t r o p h o r e s i s o n 2% a g a r o s e g e l s , s t a i n e d w i t h
e t h i d i u m b r o m i d e , a n d v i s u a l i z e d b y U V l i g h t .
N o r w a l k v i r u s . N o r w a l k v i r u s R T - P C R w a s p e r f o r m e d u s i n g t h e Qi a g e n O n e - s t e p R T -
P C R k i t i n a fi n a l r e a c t i o n v o l u m e o f 2 5 \i \ c o n s i s t i n g o f : 5 }i l 5 x Q i a g e n R T - P C R b u f f e r ,
5 |a l Q s o l u t i o n , 2 . 5 i^ l t e m p l a t e , 1 ^ 1 d N T P m i x , 1 ^ 1 e n z y m e m i x , 0 . 3 n l o f f o r w a r d a n d
r e v e r s e p r i m e r (0 . 6 i^ M fi n a l c o n c e n t r a t i o n ; s e e T a b l e 8) , 0 . 5 ^ l RN a s e i n h i b i t o r , a n d 9 . 4
|i l R N a s e - fi e e w a t e r . T h e R T - P C R r e a c t i o n s w e r e c a r r i e d o u t i n a t h e r m a l c y c l e r a n d
c o n s i s t e d o f a 6 0 m i n . R T s t e p a t 4 2
°
C , a c t i v a t i o n o f t h e T a q p o l y m e r a s e a t 9 5
°
C f o r 15
m i n . , f o l l o w e d b y 4 0 c y c l e s o f 9 4
°




C f o r 3 0 s e c , 7 2
°
C f o r 3 0 s e c , a n d a
7 m i n . fi n a l e x t e n s i o n a t 72
°
C . P r o d u c t s w e r e t h e n c o o l e d t o 4
°
C . P CR p r o d u c t s w e r e
s e p a r a t e d b y e l e c t r o p h o r e s i s o n 2% a g a r o s e g e l s , s t a i n e d w i th e t h i d i u m b r o m i d e , a n d
v i s u a l i z e d b y U V l i gh t .
T a b l e 8 . O l i g o n u c e l o t i d e s u s e d i n l a r g e v o l u m e r e c o v e r y e x p e r i m e n t s
n .
- m u r ^ - * * T a r g e t R e g i o n a n dP r im e r / P r o b e O r i e n t a t i o n , ^ ^ . °
L o c a t i o n





P r o d u c t
S iz e





H e x o n g e n e
18 3 4 - 18 53
2 3 15 - 2 2 9 6
T T C C C C A T G G C I C A Y A A C
A C
C C C T G G T A K C C R A T R T T G
T A
4 82 b p
N o r w a lk
v i r u s
5
'




- P 0 L
"
O R F 1 , R e g i o n A
4 6 0 1 - 4 6 2 1
4 84 0 - 4 8 60
C A A A T T A T G A C A G A A T C C
T T C
G A G A A A T A T G A C A T G G A T
T G C
2 6 0 b p
X u e t a l , 2 0 0 0 . L o c a t i o n s c o r r e s p o n d to G e n B a n k a c c e s s i o n # X 7 6 5 4 9 ."
S c h w a b e t a l . , 19 9 5 .
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A s s e s s m e n t o f p o t e n t i a l (R T - )P C R i n h i b i t o r s
C o n v e n t i o n a l (R T - )P C R . P o t e n t i a l i n h i b i t i o n o f t h e (R T - )P C R a s s a y s b y c o m p o n e n t s
o f t h e b e e f e x t r a c t , P E G , a n d M gC b w a s e v a l u a t e d i n a s e ri e s o f e x p e ri m e n t s .
A p p r o x im a t e l y 10
^
(R T - ) PC R d e t e c t a b l e u n i t s o f a d e n o v i r u s t y p e 4 1 a n d N o r w a l k v i r u s
w e r e a d d e d 5 0 m l 1 . 5 % b e e f e x t r a c t / 5 0 m M g l y c i n e p H 9 . 0 , w i t h o r w i t h o u t a d d i t i o n o f
5 0 m M Mg C l 2 . T h e s o l u t i o n w a s i n c u b a t e d a t r o o m t e m p e r a t u r e f o r 30 m i n u t e s , t h e p H
o f t h e s o l u t i o n w a s a dj u s t e d t o 7 . 0 , a n d v i r u s e s p r e c i p i t a t e d b y P EG . V i r a l RN A
(N o r w a l k v i r u s ) o r D N A (a d e n o v i r u s ) w a s e x t r a c t e d u s i n g t h e m o d i fi e d B o o m m e th o d
de s c ri b e d p r e v i o u s l y . T h e v i r a l n u c l e i c a c i d w a s f u rt h e r c o n c e n t r a t e d b y e t h a n o l
p r e c i p i t a t i o n a n d s t o r e d a t - 8 0
°
C . T e n - f o l d s e ri a l d i l u t i o n s w e r e a n a l y z e d b y
c o n v e n t i o n a l (R T - ) P C R . T h e d i l u t i o n s a l l o w e d c a l c u l a t i o n o f p e r c e n t r e c o v e r y a n d
a s s e s s m e n t o f i n h i b i t i o n o f t h e (R T - )P C R a s s a y s . I f n o i n h i b i t i o n i s p r e s e n t , r e c o v e ri e s
s h o u l d b e a p p r o x im a t e l y t h e s a m e a c r o s s s a m p l e s , a n d t h e (R T - )P C R p r o d u c t o f e a c h
s u c c e s s i v e t e n - f o l d d i l u t i o n s h o u l d a p p e a r t o b e l e s s b ri gh t t h a n t h e o n e b e f o r e i t o n t h e
a g a r o s e g e l .
R e a l t i m e P C R . P o t e n t i a l i n h i b i t o r y e f f e c t s o f fi l t e r m a t e r i a l s , e l u a t e c o m p o n e n t s , PE G ,
M gC l 2 a n d e t h a n o l p r e c i p i t a t i o n w e r e a s s e s s e d . A p p r o x im a t e l y 10
^
(R T - )P C R d e t e c t a b l e
u n i t s o f a d e n o v i r u s t y p e 2 , N o r w a l k v i r u s a n d/ o r n o r o v i r u s G G I I . 4 w e r e a d d e d t o P B S
a n d / o r t h e v a ri o u s e l u e n t s u s e d i n t h e N a n o c e r a m e x p e ri m e n t s . So m e s a m p l e s w e r e l e ft
i n c o n t a c t w i t h a G F /F
,
F i l t e ri t e
,
o r N a n o c e r a m fi l t e r f o r 1 5 - 30 m i n . b e f o r e a d d it i o n o f t h e
v i r u s e s . T h e e l u e n t s w e r e t h e n e i t h e r P E G p r e c i p i t a t e d a s d e s c ri be d p r e v i o u s l y a n d t h e n
e x t r a c t e d
,
o r e x t r a c t e d d i r e c t l y u s i n g t h e m o d i f i e d B o o m m e t h o d d e s c ri b e d p r e v i o u s l y .
Sa m p l e s w e r e s t o r e d a t - SOT u n t i l a n a l y s i s b y r e a l t im e (R T - )P C R , u s i n g t h e (R T - )P C R
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p r o t o c o l s d e s c ri b e d a b o v e . W h e r e P B S s a m p l e s w e r e p e r f o r m e d , t h e C t v a l u e s o f e l u e n t
s a m p l e s c o u l d b e c o m p a r e d t o t h o s e o f t h e P B S s a m p l e s f o r p o s s i b l e i n h i b i t i o n . I f n o
i n h i b i t i o n i s p r e s e n t , C t v a l u e s s h o u l d b e a p p r o x im a t e l y t h e s a m e . W h e n P B S s a m p l e s
w e r e n o t p e r f o r m e d , t e n
- f o l d d i l u t i o n s w e r e m a d e o f e a c h s a m p l e p r i o r t o a d d i t i o n t o t h e
(R T - )P C R r e a c t i o n , a n d t h e C t v a l u e s f o r t h e d i l u t i o n s w e r e c o m p a r e d t o e a c h o t h e r . I f n o
i n h i b i t i o n i s p r e s e n t , C t v a l u e s s h o u l d b e 3 . 3 u n i t s a p a r t .
V i r u s r e c o v e r y c a l c u l a t i o n s
I n e x p e r i m e n t s u s i n g r e a l t im e (R T - )P C R , a d s o r pt i o n a n d e l u t i o n e f f i c i e n c i e s w e r e
c a l c u l a t e d s e p a r a t e l y . C t v a l u e s w e r e c o m p a r e d t o s t a n d a r d c u r v e s f o r e a c h v i r u s , a n d
(R T - )PC R u n i t s w e r e c a l c u l a t e d fo r e a c h C t v a l u e . T h e (R T - )PC R u n i t s f o r a l i q u o t s o f
t h e P B S/ s e a w a t e r t a k e n b e f o r e (
"
P C R u n i t s in
"
) a n d a ft e r (
" P C R u n it s o u t " ) fi l t r a t i o n
, ^ ,
P CR u n i t s i n - P CR u n i t s o u t
, ^ ^ , . ,w e r e c o m p a r e d u s m g t h e l o r m u l a x 1 0 0 t o o b t a m th e
P C R u n i t s i n
p e r c e n t a d s o r b e d o n t o t h e fi l t e r . T h e (R T - )P C R u n i t s e l u t e d f r o m t h e fi l t e r w e r e t h e n
c o m p a r e d t o t h e am o u n t a d s o r b e d o n t o t h a t fi l t e r u s i n g t h e f o r m u l a
P C R u n i ts e l u t e d
, ^ „ , . , , , ,
X 1 0 0 t o o bt a m t h e p e r c e n t e l u t e d , w h e r e t h e
P C R u n i ts a d s o r b e d x d i l u t i o n f a c t o r
d i l u t i o n f a c t o r a c c o u n t s f o r t h e d i f fe r e n c e b e t w e e n t h e s m a l l a l i q u o t o f w a t e r u s e d t o
d e t e r m i n e u n i t s a d s o r b e d a n d t h e e n t i r e v o l i u n e o f e l u e n t u s e d t o d e t e r m i n e u n i t s e l u t e d
.
I n e x p e r i m e n t s u s i n g c o n v e n t i o n a l (R T - )P C R , a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n w e r e n o t
c a l c u l a t e d s e p a r a t e l y ; i n s t e a d o n l y o v e r a l l % r e c o v e r y w a s c a l c u l a t e d a s f o l l o w s : t e n f o l d
s e ri a l d i l u t i o n s w e r e a n a l y z e d o n b o t h th e v i r a l m a t e r i a l u s e d t o s e e d t h e P B S/ s e a w a t e r
a n d t h e p r o c e s s e d e l u e n t s a m p l e s . A m o u n t s o f v i r u s p r e s e n t i n t h e s e s a m p l e s w e r e
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c a l c u l a t e d b y m u l t i p l y i n g th e l a s t p o s i t i v e d i l u t i o n by t h e a p p r o p ri a t e f a c t o r s t o a c c o u n t
f o r c h a n g e s i n v o l u m e d u r i n g t h e e x p e ri m e n t . T h e a m o u n t o f v i r u s e l u t e d fr o m th e fi l t e r
w a s t h e n d i v i d e d b y t h e a m o u n t s e e d e d i n t o t h e P B S/ s e a w a t e r u s i n g t h e fo r m u l a
P CR u n i t s e l u t e d
P C R u n i t s s e e d e d
X 10 0 t o y i e l d o v e r a l l % r e c o v e r y .
S t a t i s t i c a l a n a l y s i s
M e a n s a n d s t a n d a r d de v i a t i o n s w e r e c a l c u l a t e d u s i n g M i c r o s o ft O f fi c e E x c e l 2 0 0 3
(M i c r o s o ft C o r p . , R e dm o n d , W A ) . A l l o t h e r s t a t i s t i c a l t e s t s w e r e c a l c u l a t e d u s i n g
S t a t i s t i c a v 6 . 1 . (S t a t So ft I n c . , T u l s a , O K ) .
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R E S U L T S
I n i t i a l E x p e r i m e n t s
I n i t i a l e x p e ri m e n t s w e r e p e r f o r m e d u s i n g l a r g e v o l u m e s ( 12 a n d 16 L , n
= 2 ) o f
s e a w a t e r w i t h 5 0 mM M g C l i s p i k e d w i t h N o r w a l k v i r u s a n d a d e n o v i r u s t y p e 4 1 . T h e
w a t e r w a s fi l t e r e d th r o u gh a 14 2 m m Wh a tm a n G F / F fi l t e r a n d c o n v e n t i o n a l (R T - )P C R
w a s u s e d f o r v i r u s d e t e c t i o n . O v e r a l l r e c o v e ri e s f o r N o r w a l k v i r u s w e r e < 1% a t p H 7 a n d
10 - 9 0% a t p H 9 . R e c o v e r y o f a d e n o v i r u s w a s < 1% a t b o t h p H v a l u e s .
T o a d d r e s s t h e p o s s i b l e i n a c t i v a t i o n o f t h e s e v i r u s e s a t p H 9 a s a n e x p l a n a t i o n fo r
t h e l o w r e c o v e ri e s , v i r u s e s w e r e a d d e d t o 1 . 5% b e e f e x t r a c t / SO m M g l y c i n e p H 9 a n d
a l i q u o t s w e r e t e s t e d f o r v i r a l n u c l e i c a c i d a t d i f f e r e n t t im e i n t e r v a l s ( 1 5 m i n . , 3 0 m i n . , 6 0
m i n .
,
a n d 12 0 m i n . ) , e x t r a c t e d a n d t e s t e d b y c o n v e n t i o n a l P C R . F o r N o r w a l k v i r u s , t h e
s a m e a m o u n t o f R N A c o u l d b e d e t e c t e d a ft e r i n c u b a t i o n u p t o 2 h r a t p H 9 . A d e n o v i r u s
i n p u t l e v e l s c o u l d b e d e t e c t e d a t 1 5 m i n . , b u t d e c r e a s e d t e n - f o l d b y 6 0 m i n . S i n c e 10 t o
15 m i n u t e s o f c o n t a c t t im e b e t w e e n t h e e l u e n t a n d t h e v i r u s e s a d s o r b e d t o t h e fi l t e r w a s
u s e d f o r o u r i n i t i a l e x p e ri m e n t s , w e b e l i e v e t h a t e l u t i o n i n a b u f f e r o f p H 9 c a n n o t e x p l a i n
t h e p o o r v i r u s r e c o v e r y .
S m a l l V o l u m e , N e g a t i v e l y C h a r g e d F i l t e r s
F u r t h e r a d s o r p t i o n / e l u t i o n fi l t e r e x p e ri m e n t s w e r e p e r f o r m e d u s i n g s m a l l e r
v o l u m e s o f s e a w a t e r ( 1 6 6 m l ) a n d 13 m m d i a m e t e r fi l t e r s t o m a i n t a i n t h e s a m e s u r f a c e t o
v o l u m e r a t i o a s t h e e x p e r im e n t s w i t h t h e l a r g e r v o l u m e s . T h e p e r f o r m a n c e o f Wh a t m a n
G F / F fi l t e r s w e r e c o m p a r e d s i d e b y s i d e w i t h F i l t e ri t e fi l t e r s u s i n g b o t h P B S a n d s e a w a t e r
w i t h 5 0 mM m a g n e s i u m c h l o ri d e a d d e d . T h e w a t e r s a m p l e s w e r e s p i k e d w i th a d e n o v i r u s
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t y p e 2 , a n d r e a l t im e P CR w a s u s e d f o r d e t e c t i o n . N o s i gn i f i c a n t d i f f e r e n c e (p = 0 . 18) i n
v i r u s a d s o r p t i o n f r o m PB S b y G F / F ( 89% ± 6 . 6 ) a n d F i l t e r i t e f d t e r s (8 6% ± 13 ) w a s
fo u n d (F i g u r e 1 ) . A d s o r p t i o n o f a d e n o v i r u s f r o m s e a w a t e r w a s s i g n i fi c a n t l y g r e a t e r
(p = 0 . 0 1 ) b y G F /F (2 6% ± 8 ) t h a n F i l t e r i t e fi l t e r s ( 1 1% ± 4 . 2 ) . W i t h b o th fi l t e r s ,
a d s o r p t i o n f r o m PB S w a s s i g n i fi c a n t l y g r e a t e r (G F /F : p
= 0 . 0 0 4 , F i l t e r i t e : p
= 0 . 02 5 ) t h a n
s e a w a t e r .
F i g u r e 1 . C o m p a ri s o n o f a d s o r p t i o n e f fi c i e n c y
*
o f G F / F a n d F i l t e ri t e fi l t e r f o r
a d e n o v i r u s t y p e 2 f r o m s m a l l v o l u m e s o f P B S a n d s e a w a t e r




P B S S e a w a te r
G F / F F ilt e r
P B S S e a w a te r
F i lt e r it e
I M e a n
M e a n + 0 9 5
*
S D
* V a l u e s a r e t h e m e a n o f 3 - 7 r e p li c a t e s , w i t h s t a n d a r d d e v i a t i o n s r e p r e s e n t e d b y e r r o r b a r s
B e e f e x t r a c t p H 9 e l u t e d s i g n i fi c a n t l y m o r e v i r u s t h a n l y s i s b u f f e r (p < 0 . 0 5 ) , b u t o v e r a l l ,
e l u t i o n e f fi c i e n c y w a s l o w (< \ 0%) (F i g u r e 2 ) . T h e r e w a s n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e
b e tw e e n e f fi c i e n c y o f v i r u s e l u t i o n o f v i r u s s p ik e d i n t o P B S o r s e a w a t e r (p = 0 . 18 )
(T a b l e 9) .
4 0
T a b l e 9 . E f f i c i e n c y o f 1 . 5 % b e e f e x t r a c t a n d l y s i s b u f f e r i n e l u t i n g h u m a n
a d e n o v i r u s t y p e 2 s p i k e d i n P B S o r s e a w a t e r f r o m 1 3 m m G F / F a n d F i l t e ri t e f i l t e r s
% E l u t i o n *
F i lt e r T y p e W a t e r T y p e B e e f E x t r a c t L y s i s B u f e r Z V a l u e P V a l u e
G F / F P B S 10 . 9 (± 3 . 9 ) 3 . 6 (± 2 . 7 ) 1 . 9 4 0 . 0 5
Se a w a t e r 7 . 1 (± 2 . 6 ) 0 . 4 4 (± 0 . 2 3 ) 2 . 8 4 0 . 0 0 4 5
F i l t e r i t e PB S
Se a w a t e r
10 . 6 (± 1. 6 )
7 . 9 (± 2 . 8 )
6 . 3 (± 1 . 8 )
3 . 0 (± 1 . 7 )




0 . 0 4 9 5
0 . 0 16
* M e a n p e rc e n t a g e s f r o m 3 t o 7 r e p l i c a te e x p e ri m e n t s ; s t a n d a r d d e v i a t i o n s i n s id e p a r e n t h e s e s
P e r c e n t e l u ti o n w a s c a l c u l a t e d b y d i v i d i n g t h e a m o u n t o f v i r u s d e te c t e d i n t h e p r o c e s s e d e l u a t e
b y t h e a m o u n t o f v i r u s a d s o r b e d o n t o t h e f i l t e r in t h a t e x p e ri m e n t Z a n d P v a l u e s o b t a i n e d b y
p e r f o r m in g t h e M a n n - Wh it n e y U t e s t .
F i g u r e 2 . C o m p a r i s o n o f % e l u t i o n * u s i n g 1 . 5 % b e e f e x t r a c t a n d l y s i s b u f f e r t o
e l u t e h u m a n a d e n o v i r u s t y p e 2 i n s e a w a t e r f r o m 13 m m G F /F a n d F i l t e r i t e f i l t e r s
P e r c e n t E l u t i o n f r o m S e a w a t e r
B e e f e x t r a c t
Ly s i s B u f f e r
G F / F F i lt e r
B e e f e x t r a c t
Ly s i s B u f fe r
F i lt e r i t e
I M e a n
M e a n t SD
♦ V a l u e s a r e t h e m e a n o f 3 - 7 r e p l i c a t e s , w i t h s t a n d a r d d e v i a t i o n s r e p r e s e n t e d b y e r r o r b a r s
4 1
L a r g e V o l u m e , N e g a t i v e l y C h a r g e d F i l t e r s
Wh e n t h e s a m e e x p e ri m e n t s w e r e p e r f o r m e d w i t h 16 L o f w a t e r a n d 14 2 mm
d i am e t e r fi l t e r s
,
r e s u l t s w e r e c o n s i s t e n t w i t h s m a l l v o l u m e e x p e ri m e n t s ; G F / F a d s o r p t i o n
f r o m s e a w a t e r w a s 3 0 . 7 5% , F i l t e ri t e a d s o r p t i o n w a s 13 . 6 % , a n d o v e r a l l e l u t i o n w a s
< 10% , w i t h b e e f e x t r a c t e l u t i n g m o r e v i r u s t h a n l y s i s b u f f e r (n = 2 ) .
I n h i b i t i o n o f A d s o r p t i o n b y Se a w a t e r
D u e t o t h e d i f f e r e n c e s i n a d s o r pt i o n t o t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s fi
-
o m PB S
a n d s e a w a t e r , t h e p o t e n t i a l i n h i b i t o r y e f f e c t s o f s e a w a t e r w e r e i n v e s t i g a t e d . C e n t ri fi i g e d
s e a w a t e r
,
d i l u t i o n s o f s e a w a t e r
,
d i l u t i o n s o f " I n s t a n t O c e a n " (a r t i fi c i a l s e a w a t e r
c o n s i s t i n g o f a s a l t s o l u t i o n ) , d e i o n i z e d w a t e r , a n d P B S w e r e c o m p a r e d b y a d d i n g
a d e n o v i r u s t y p e 2 a n d 5 0 m M M g C l 2 t o e a c h s am p l e a n d fi l t e ri n g t h e m t h r o u g h a 13 m m
d i a m e t e r G F / F fi l t e r
.
V i r a l D N A w a s d e t e c t e d w i t h r e a l t im e PC R . R e s u lt s a r e s h o w n i n
T a b l e 10 . P B S a n d I n s t a n t O c e a n , w h i c h b o t h c o n t a i n s a l t s b u t d o n o t c o n t a i n a n y
p a r t i c u l a t e m a t t e r o r d i s s o l v e d o r g a n i c m a t e ri a l t h a t w o u l d b e f o u n d i n n a t u r a l s e a w a t e r ,
h a d s i g n i fi c a n t l y m o r e a d s o r p t i o n t h a n t h e o t h e r w a t e r t y p e s (p < 0 . 0 0 0 6 ) . S e a w a t e r ,
c e n t r i fi i g e d s e a w a t e r , a n d d e i o n i z e d w a t e r w e r e n o t s i g n i fi c a n t l y d i f f e r e n t f r o m e a c h
o t h e r (p > 0 . 15 ) .
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T a b l e 1 0 . P e r c e n t a d s o r p t i o n o f a d e n o v i r u s t y p e 2 t o 13 m m Wh a t m a n G F / F fi l t e r s
f r o m 16 6 m l o f v a r i o u s w a t e r t y p e s
W a t e r T y p e % A d s o r pt i o n *
S e a w a t e r (a n d d i l u t i o n s ) 2 3 . 6 (± 8 . 8 )
C e n t r i fu g e d S e a w a t e r 3 3 . 5 (± 4 . 5 )
I n s t a n t O c e a n (a n d d i l u t i o n s ) 9 5 . 9 (± 7 . 8)
P B S 6 5 . 5 (± 2 . 5)
D e i o n i z e d W a t e r 2 6 . 5 (± 4 . 5 )
*
V a l u e s a r e t h e m e a n o f 4 r e p l i c a te s , w i th s t a n d a r d d e v i a t i o n s i n p a r e n t h e s e s
P o s i t i v e l y C h a r g e d N a n o c e r a m F i l t e r
D u e t o t h e l o w r e c o v e r i e s fr o m th e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s , a p o s i t i v e l y c h a r g e d
fi l t e r w a s e x a m i n e d fo r a d s o r p t i o n / e l u t i o n e f fi c i e n c y . T h e r e l a t i v e l y n e w l y d e v e l o p e d
N a n o c e r a m fi l t e r w a s c h o s e n f o r t e s t i n g , d u e t o t h e e x c e l l e n t a d s o r p t i o n c a p a b i l i t i e s
r e p o r t e d b y i t s m a n u f a c t u r e r , t h e A r g o n i d e C o r p .
F i r s t r e p l i c a t i o n o f t h e A r g o n i d e r e s u l t s w a s a t t e m p t e d ; c o l i p h a g e M S2 w a s a d d e d
t o 15 0 m l P B S a n d s e a w a t e r , fi l t e r e d th r o u g h 1 3 m m N a n o c e r am fi l t e r s , e l u t e d w i t h 1 . 5%
b e e f e x t r a c t / 5 0 m M g l y c i n e p H 9 , a n d d e t e c t e d u s i n g t e n f o l d s e r i a l d i l u t i o n s o f t h e
s am p l e s i n p l a q u e a s s a y s . W h i l e t h e r e s u l t s d i d n o t r e p l i c a t e t h e s e v e r a l l o g r e m o v a l
r e p o r t e d b y A r g o n i d e (T a b l e 1 1 ) , t h e p e r c e n t a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n w e r e d e e m e d h i g h
e n o u g h t o w a r r a n t f i i r t h e r i n v e s t i g a t i o n , e s p e c i a l l y i n l i g h t o f t h e l o w a d s o r p t i o n / e l u t i o n
o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s f r o m s e a w a t e r u s i n g th e n e g a t i v e l y c h a r g e d f i l t e r s .
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T a b l e 1 1 . P e r c e n t a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n o f c o l i p h a g e M S 2 u s i n g
13 m m N a n o c e r a m f i l t e r s
W a t e r t y p e % A d s o r p t i o n % E l u t i o n
P B S* 5 0 (± 17 ) 2 8 (± 9 )
S e a w a t e r * * 5 0 17
♦ V a l u e s a r e th e m e a n o f 2 r e p l i c a t e s , w i t h s t a n d a r d d e v i a t i o n s i n p a r e n t h e s e s
* * 1 r e p l i c a t e
I n i t i a l e x p e ri m e n t s w e r e p e r f o r m e d , s p i k i n g n o r o v i r u s G I I . 4 a n d a d e n o v i r u s t y p e
2 i n t o 15 0 m l s e a w a t e r a n d e l u t i n g w i t h 1 . 5% b e e f e x t r a c t / 5 0 m M g l y c i n e p H 9 . T h e s e
e x p e ri m e n t s y i e l d e d g o o d a d s o r p t i o n o f t h e v i r u s e s t o t h e N a n o c e r a m f i l t e r s (> 9 5% ), b u t
< 10% e l u t i o n o f n o r o v i r u s a n d < 1% e l u t i o n o f a d e n o v i r u s . W e t h e n t e s t e d fi l t e r s w i t h
h a l f t h e t h i c k n e s s o f t h e o ri g i n a l f i l t e r s ; a d s o r p t i o n o f n o r o v i r u s G I I . 4 a n d a d e n o v i r u s
t yp e 2 t o t h e o ri g i n a l a n d th e t h i n fi l t e r s w e r e c o m p a r e d (T a b l e 12 ) . A d s o r p t i o n t o t h e
t h i n fi l t e r s w a s s i g n i fi c a n t l y l o w e r t h a n t o t h e t h i c k fi l t e r s (p < 0 . 0 5 ) fo r b o t h v i r u s e s
(> 5 0% ) .
T a b l e 12 . P e r c e n t a d s o r p t i o n
* t o 1 3 m m N a n o c e r a m f i l t e r s f r o m s e a w a t e r .
% A d s o r p t i o n t o % A d s o r p t i o n t o
V i r u s T h i c k F i l t e r T h i n F i l t e r
A d e n o v i r u s 9 7 . 8 5 (± 1 . 7) 87 . 4 (± 6 . 9)
N o r o v i r u s 9 9 . 9 (± 0 )* * 5 8 . 9 5 (± 2 5 . 5 )
* V a l u e s a r e t h e m e a n o f a t l e a s t 4 r e p l i c a t e s , w i t h s t a n da r d d e v i a t i o n s i n p a r e n t h e s e s
* * M e a n o f t w o r e p l i c a t e s
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Si n c e t h e p e r c e n t a d s o r p t i o n o f a d e n o v i r u s t y p e 2 t o t h e t h i n N a n o c e r a m fi l t e r s
( 87 . 4 ± 6 . 9 ) w a s s i gn i fi c a n t l y h i gh e r (p = 0 . 0 0 0 1 ) t h a n p e r c e n t a d s o r p t i o n t o t h e n e g a t i v e l y
c h a r g e d fi l t e r s (F i g u r e 3 ) , e x p e r im e n t s w i t h t h e N a n o c e r a m fi l t e r s w e r e c o n t i n u e d .
F i g u r e 3 . M e a n p e r c e n t a d s o r p t i o n o f a d e n o v i r u s t y p e 2 t o 13 m m d i a m e t e r G F /F ,
F i l t e r i t e a n d t h i n N a n o c e r a m fi l t e r s f r o m 15 0 m l s e a w a t e r .
M e a n P e r c e n t A d s o r p t i o n
*
























O G F / F
■ F i l t e r it e
D T h in N a n o c e r a m
F i l t e r T y p e
* V a l u e s a r e t h e m e a n o f > 5 r e p l ic a t e s , w i t h s t a n d a r d d e v ia t i o n s r e p r e s e n t e d b y e r r o r b a r s
H o w e v e r
,
e l u t i o n f r o m t h e N a n o c e r a m fi l t e r s w a s f o u n d t o b e v e r y l o w (F i g u r e 4 ) . B e e f
e x t r a c t e l u t i o n fi :o m t h e N a n o c e r am fi l t e r s ( 1 . 2% ± 1. 3 ) w a s s i g n i fi c a n t l y l o w e r (p =
0
. 0 0 4 7 a n d p = 0 . 0 0 18 , r e s p e c t i v e l y ) t h a n b e e f e x t r a c t e l u t i o n fi
-
o m e i t h e r t h e G F /F (7 . 1%
± 2 . 6 ) o r F i l t e r i t e fi l t e r s (7 . 9% ± 2 . 8) . P e r c e n t e l u t i o n v i a d i r e c t l y s i s o f t h e fi l t e r s w i t h
G u S CN - c o n t a i n i n g l y s i s b u f f e r w a s e v e n l o w e r i n a i l t h r e e fi l t e r s (N a n o c e r a m : < 0 . 0 0 0 0 5 ,
G F / F : 0 . 4 4 ± 0 . 2
,
F i l t e r i t e : 3 . 0 ± 1. 7) .
4 5
F i g u r e 4 . M e a n p e r c e n t e l u t i o n o f a d e n o v i r u s t y p e 2 f r o m 13 m m d i a m e t e r
G F / F
,
F i l t e r i t e a n d t h i n N a n o c e r a m f i l t e r s u s i n g 1 . 5 % b e e f e x t r a c t / 5 0 m M
g l y c i n e p H 9 o r G u SC N - c o n t a i n i n g l y s i s b u f e r









m 1 5% B e e f E x t r a c t
■ L y s is B u f f e r
G F / F F il t e r it e
F i l t e r T y p e
T h in N a n o c e r a m
*
V a l u e s a r e t h e m e a n o f > 5 r e p l i c a t e s , w i t h s t a n d a r d d e v i a t i o n s r e p r e s e n t e d b y e r r o r b a r s
B e c a u s e t h e N a n o c e r a m f i l t e r s h a d fa r s u p e r i o r a d s o r p t i o n fr o m s e a w a t e r , f u r t h e r
e x p e ri m e n t s w e r e c o n d u c t e d in a n a t t e m p t t o fi n d a n a d e q u a t e e l u t i o n m e t h o d . E l u t i o n
b u f f e r s w i t h a v a ri e t y o f p r o t e i n c o m p o n e n t s , a d d e d s a l t s o r d e t e r g e n t s , a n d p H w e r e
u s e d ; s p e c i fi c a l l y , 1 . 5% b e e f e x t r a c t / 50 m M g l y c i n e p H 9 , a s u s e d i n t h e p ri o r
e x p e ri m e n t s , w a s c o m p a r e d t o 3% b e e f e x t r a c t / 0 . 1% T w e e n 80 p H 7 , 3% b e e f e x t r a c t / 2
M N a N 0 3 p H 5 . 5 , a n d 0 . 0 5 M l y s i n e / 0 . 1% t ri t o n X - 10 0 p H 8 . 5 , a s w e l l a s w i t h l y s i s
b u f f e r . P e r c e n t e l u t i o n c o n t i n u e d t o b e l o w (< 5% ) w i t h a l l e l u e n t s (F i gu r e 5 ) . L y s i s
b u f f e r w a s s h o w n t o b e t h e l e a s t e f fi c i e n t e l u e n t
,
e l u t i n g < 0 . 0 0 0 0 5 % o f b o t h v i r u s e s . T h e
r e m a i n i n g f o u r b u f fe r s h a d n o s t a t i s t i c a l l y s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e i n e l u t i o n e f fi c i e n c y o f
n o r o v i r u s (p = 0 . 2 ) , t h o u g h 3% b e e f e x t r a c t / 0 . 1% T w e e n 8 0 p H 7 (4 . 3 ± 2 . 8) e l u t e d
4 6
s i g n i fi c a n t l y m o r e a d e n o v i r u s t h a n 0 . 0 5 M l y s i n e / 0 . 1% t r i t o n X - 1 0 0 p H 8 . 5 (0 . 0 3 ± 0 . 0 2 ;
p
= 0 . 0 3 4 ) .
F i g u r e 5 . P e r c e n t e l u t i o n o f n o r o v i r u s G I L 4 a n d a d e n o v i r u s t y p e 2 f r o m t h i n
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* V a l u e s a r e t h e m e a n o f 3 r e p l i c a te s , w i t h s ta n d a r d d e v i a t i o n s r e p r e s e n t e d b y e r r o r b a r s
T h e n e x t v a r i a b l e m a n i p u l a t e d t o t r y t o o p t im i z e e l u t i o n w a s t h e a m o u n t o f
c o n t a c t t im e b e t w e e n t h e e l u e n t a n d th e fi l t e r . R e l a t i v e l y s h o r t ( 10 - 15 m i n . ) c o n t a c t t im e s
w e r e r o u t i n e l y u s e d i n t h e s e e x p e r im e n t s , t h o u g h s o m e s t u d i e s h a v e s h o w n im p r o v e d
e l u t i o n w i t h l o n g e r c o n t a c t t im e s (B o r r e g o e t a l . , 1 9 9 1 ; F a r r a h e t a l . , 1 9 7 6 ; G e r b a e t a l . ,
19 7 8 ; So b s e y a n d H i c k e y 19 8 5 ) . T h e r e f o r e , e x p e r im e n t s w e r e p e r f o r m e d i n w h i c h
n o r o v i r u s G l 1 . 4 a n d a d e n o v i r u s t y p e 2 w e r e a d d e d t o s e a w a t e r , fi l t e r e d t h r o u g h a 13 m m
N a n o c e r a m fi l t e r
,
a n d a l l o w e d t o r e m a i n i n c o n t a c t w i t h 3% b e e f e x t r a c t / 2M N a N 0 3 p H
5 . 5 f o r t im e s o f 1 5 m i n . u p t o 18 hr . i n c u b a t i o n a t 4
°
C . A l t h o u g h t h e r e a p p e a r s t o b e a
4 7
s l i g h t t r e n d o f i n c r e a s i n g e l u t i o n e f fi c i e n c y w i t h i n c r e a s i n g c o n t a c t t i m e f o r a d e n o v i r u s ,
t h e s e v a l u e s d i d n o t h a v e a s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e (a d e n o v i r u s p = 0 . 5 3 ;
n o r o v i r u s p
= 0 . 6 4 ; F i g u r e 6 ) . T h e r e f o r e , i n c r e a s i n g t h e e l u t i o n t im e d o e s n o t a p p e a r t o
im p r o v e e l u t i o n o f t h e s e v i r u s e s fr o m t h e N a n o c e r a m f i l t e r s .
F i g u r e 6 . P e r c e n t e l u t i o n o f n o r o v i r u s G I L 4 a n d a d e n o v i r u s t y p e 2 f r o m t h i n
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- A d e n o v io i s
- N o r o v i r u s
1 5 m in 6 0 m in 4 h o u r s
T i m e i n C o n t a c t w i t h E l u e n t
O v e r n ig ht
*
V a l u e s a r e t h e m e a n o f 3 r e p l i c a t e s , w i t h s t a n d a r d d e v i a t i o n s r e p r e s e n t e d b y e r r o r b a r s
O v e r a l l R e c o v e r y
O v e r a l l v i r a l r e c o v e r y f r o m s e a w a t e r , c a l c u l a t e d b y m u lt i p l y i n g p e r c e n t
a d s o r p t i o n b y p e r c e n t e l u t i o n o f t h e m o s t e f f e c t i v e e l u e n t u s e d , w a s l o w fo r a l l f i l t e r s
t e s t e d (T a b l e 13 ) . N o n e p r o v i d e d i d e a l (> 5 0% ) o v e r a l l r e c o v e r y o f n o r o - a n d
a d e n o v i r u s e s f r o m s e a w a t e r .
4 8
T a b l e 13 . O v e r a l l p e r c e n t r e c o v e r y o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s f r o m s e a w a t e r b y a l l
fi l t e r s
,
a s c a l c u l a t e d f r o m r e a l t im e P C R a d s o r p t i o n /e l u t i o n d a t a .
V i r u s F i l t e ri t e G F /F N a n o c e r a m
A d e n o v i r u s 0 . 8 7 L 8 2 A
~
N o r o v i r u s * 1 * * 3 . 5
* N o t D o n e
* * R e c o v e r y c a l c u l a t e d w i t h c o n v e n t i o n a l PC R
(R T - )P C R I n h i b i t i o n
Se v e r a l e x p e r im e n t s w e r e p e r f o r m e d t o d e t e r m i n e w h e t h e r o r n o t s e a w a t e r , f i h e r s ,
b e e f e x t r a c t , o r o t h e r c o m p o u n d s u s e d i n t h e fi l t e r a d s o r p t i o n / e l u t i o n / c o n c e n t r a t i o n
e x p e r im e n t s w e r e i n h i b i t o r y t o t h e (R T - )P C R a s s a y s . W h e n s a m p l e s w i t h a n d w i th o u t
M g C l a a n d / o r e t h a n o l p r e c i p i t a t i o n w e r e c o m p a r e d s i d e b y s i d e , n o s i g n i fi c a n t d i f f e r e n c e
i n C t v a l u e s w a s f o u n d (M gC b p = 0 . 3 1; e t h a n o l p r e c i p i t a t i o n p = 0 . 6 8) , i n d i c a ti n g t h a t n o
r e a l t i m e P C R i n h i b i t o r s w e r e p r e s e n t . I n a d d i t i o n , n e i t h e r s e a w a t e r , b e e f e x t r a c t n o r t h e
fi l t e r m a t e r i a l i t s e l f s h o w e d i n h i b i t i o n i n t h e n o r o v i r u s R T - P C R o r a d e n o v i r u s P C R .
T h u s i t a p p e a r s t h a t t h e l o w r e c o v e ri e s f r o m a l l o f t h e f i l t e r s a r e l i k e l y t o b e d u e t o t r u e
p r o b l e m s o f a d s o r p t i o n a n d / o r e l u t i o n r a t h e r t h a n a r t i f a c t f r o m PC R i n h i b i t i o n .
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T h e g o a l o f t h i s s t u d y w a s t o d e v e l o p a f i l t e r - b a s e d m e th o d f o r t h e r e c o v e r y o f
h u m a n n o r o - a n d a d e n o v i r u s fr o m s e a w a t e r . O f t h e fi l t e r a d s o r p t i o n / e l u t i o n m e th o d s
e x a m i n e d i n t h i s s t u d y , n o n e p r o v i d e d a d e q u a t e (> 50 % ) r e c o v e r y o f n o r o - o r a d e n o v i r u s
fr o m s e a w a t e r . T h e n e g a t i v e l y c h a r g e d Wh a tm a n G F /F a n d F i l t e r i t e fi l t e r s b o t h
d e m o n s t r a t e d p o o r a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n , a n d a l t h o u gh t h e p o s i t i v e l y c h a r ge d
N a n o c e r a m fi l t e r s a d s o r b e d s i g n i f i c a n t l y m o r e v i r u s t h a n t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s ,
e f f e c t i v e e l u t i o n o f t h e v i r u s e s f r o m t h e s e fi l t e r s p r o v e d v e r y p r o b l em a t i c . O v e r a l l , t h e
r e c o v e r i e s o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s fr o m s e a w a t e r w e r e m u c h l o w e r t h a n p r e v i o u s l y
r e p o r t e d f o r o t h e r e n t e r i c v i r u s e s u s i n g s im i l a r a d s o r p t i o n / e l u t i o n p r o t o c o l s (H i l l e t a l . ,
1 9 7 4 ; F i e l d s a n d M e t c a l f 19 7 5 ; F a r r a h e t a l . , 19 7 7 ; S o b s e y e t a l . , 19 7 7 ; G e r b a e t a l . ,
1 9 7 8 ; G u t t m a n - B a s s a n d N a s s e r 19 8 4 ; K a t a y a m a e t a l . , 2 0 0 2 ; Sc o t t e t a l , 2 0 0 2 ) .
F o r n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s , b o t h a d s o r p t i o n a n d e l u t i o n w e r e l o w e r t h a n
e x p e c t e d . O n e p o s s i b l e c a u s e fo r l o w v i r u s a d s o r p t i o n m i g h t b e t h e p H o f t h e s e a w a t e r
p r i o r t o fi l t r a t i o n . P r e v i o u s r e s e a r c h o n e n t e r o v i r u s e s a n d c o l i p h a g e s h a s s h o w n th a t
a dj u s t i n g th e p H t o 3 . 5 - 4 . 5 i s b e n e f i c i a l f o r i n c r e a s e d a d s o r p t i o n o f v i r u s e s t o n e g a t i v e l y
c h a r g e d fi l t e r s (H i l l e t a l . , 19 7 2 ; H i l l e t a l . , 19 7 4 ; F a r r a h e t a l . , 19 7 7 ; So b s e y e t a l . , 19 7 7 ;
G e r b a e t a l . , 1 9 7 8 ; G u t tm a n - B a s s a n d N a s s e r 1 9 84 ; S c o t t e t a l . , 2 0 0 2 ) . H o w e v e r , e v e n
w it h o u t p H a dj u s t m e n t , a d s o r p t i o n o f a d e n o v i r u s s p i k e d i n t o P B S t o t h e n e ga ti v e l y
c h a r g e d fi l t e r s w a s a d e q u a t e (G F / F : 8 9% , F i l t e r i t e fi l t e r s 8 6% ). I n t h e p r e s e n c e o f
s e a w a t e r t h e s e v a l u e s d r o p p e d t o 2 6% f o r G F /F a n d 1 1% f o r F i l t e r i t e fi l t e r s , w h i c h
p r o m p t e d u s t o c o n d u c t a s e r i e s o f e x p e r im e n t s t o t r y t o d e t e r m i n e w h i c h c o m p o n e n t o f
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t h e s e a w a t e r w a s i n t e r f e r i n g w i t h a d s o r p t i o n . T h e r e s u l t s o f t h e s e e x p e r im e n t s , y i e l d i n g
9 5 . 9% a d s o r p t i o n fr o m I n s t a n t O c e a n a n d 6 5 . 5% f r o m P B S , b u t o n l y 3 3 . 5% , 2 3 . 6% , a n d
2 6 . 5% fr o m c e n t r i f u g e d s e a w a t e r , s e a w a t e r , a n d d e i o n i z e d w a t e r r e s p e c t i v e l y , s u g g e s t
t h a t s a l t s , b e y o n d th e 5 0 m M M g C l 2 a d d e d t o a l l s am p l e s , m a y b e b e n e f i c i a l f o r
a d s o r p t i o n . P r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n t h a t s a l t s p r o m o t e a d s o r p t i o n t o n e g a t i v e l y
c h a r g e d fi l t e r s t h r o u g h a c o m b i n a t i o n o f e l e c t r o s t a t i c a n d h y d r o p h o b i c i n t e r a c t i o n s
(S h i e l d s a n d F a r r a h 19 8 3 ; L u k a s i k e t a J . , 2 0 0 0 ) . T h i s i s w h y 50 m M MgC b w a s a d d e d t o
s a m p l e s b e f o r e fi l t r a t i o n t h r o u g h n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s i n t h i s s t u d y . I t i s s o m e w h a t
s u r p r i s i n g , h o w e v e r , t h a t t h e s a l t s i n t h e P B S a n d I n s t a n t O c e a n e n h a n c e d a d s o r pt i o n
e v e n m o r e t h a n 50 m M M g C l i a l o n e , a s 50 m M i s a t t h e h i g h e n d o f t h e r a n g e o f s a l t
c o n c e n t r a t i o n s t y p i c a l l y u s e d i n fi l t e r / a d s o r p t i o n e l u t i o n p r o t o c o l s .
T h e s e r e s u l t s a l s o s u g ge s t t h a t s o m e c o m p o n e n t p r e s e n t i n n a t u r a l s e a w a t e r
i n h i b i t s a d s o r p t i o n . S i n c e t h e r e c o v e r y o f v i r u s fr o m s e a w a t e r a n d c e n t r i f u g e d s e a w a t e r
w a s n o t s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t , p a r t i c u l a t e s a r e n o t l i k e l y t o b e r e s p o n s i b l e f o r t h e
a d s o r p t i o n i n h i b i t i o n , w h i c h l e a v e s o r g a n i c a c i d s l i k e h u m i c a n d f u l v i c a c i d s a s t h e m o s t
l i k e l y i n h i b i t o r y s u b s t a n c e s (G u t t m a n - B a s s a n d C a t a l a n o - S h e r m a n 19 8 5 ; So b s e y a n d
H i c k e y 19 8 5 ; S o b s e y a n d G l a s s 19 8 4 ) . T h e m e c h a n i sm o f t h i s i n t e r f e r e n c e i s n o t
c o m p l e t e l y u n d e r s t o o d , b u t e l e c t r o s t a t i c i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e fi l t e r s u r f a c e , o r g a n i c
a c i d s
,
c a t i o n s
,
a n d v i r a l p a r t i c l e s p l a y a r o l e (S o b s e y a n d H i c k e y 19 8 5 ; G u t tm a n n - B a s s
a n d C a t a l a n o - Sh e r m a n 19 8 5 ) .
S i n c e p r e v i o u s r e s e a r c h s h o w e d t h a t t h e i d e a l v i r u s e l u e n t m a y v a r y w dt h t y p e o f
fi l t e r a n d v i r u s t y p e (L a n d r y e t a l . , 1 9 7 8 ; G o y a l e t a l . , 1 9 8 0 ; J o t h i k u m a r a n d C l i v e r 19 9 7 ;
S o b s e y e t a l . , 2 0 0 4 ) , w e e v a l u a t e d d i f f e r e n t e l u e n t s , n o n e o f w h i c h d e m o n s t r a t e d
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a d e q u a t e e l u t i o n p e r f o r m a n c e . T h e p r e s e n c e o f i n h ib i t o r s i n t h e r e a l t i m e (R T - P C R )
a s s a y s w a s r u l e d o u t a s a c a u s e o f t h e l o w r e c o v e ri e s .
I n c o n c l u s i o n , a l t h o u gh v i r u s a d s o r p t i o n - e l u t i o n m e t h o d s h a v e b e e n r e p o r t e d t o
r e c o v e r e n t e r o v i r u s e s a n d c o l i p h a g e s fr o m s e a w a t e r e f f e c t i v e l y , t h o s e m e t h o d s d o n o t
y i e l d t h e s a m e r e s u l t s w h e n a p p l i e d t o a d e n o - a n d n o r o v i r u s e s . T h i s i s c o n s i s t e n t w i t h
r e s u l t s r e p o r t e d p r e v i o u s l y , w h e r e t h e s a m e m e t h o d s y i e l d e d d i f fe r e n t r e s u l t s f o r d i f f e r e n t
v i r u s e s (Sm i t h a n d G e r b a 19 8 2 ; S o b s e y a n d G l a s s 19 8 4 ; L u k a s i k e t a l . , 2 0 0 0 ) . I t i s l i k e l y
t h a t d i f f e r e n t v i ri o n c a p s i d s t r u c t u r e s c r e a t e d i f f e r e n t i n t e r a c t i o n s b e t w e e n t h e v i r a l
p a r t i c l e s a n d t h e fi l t e r m a t ri c e s , m a k i n g s o m e v i r u s e s m o r e l i k e l y t o b e a d s o r b e d a n d
e l u t e d th a n o t h e r s .
T h e p o s i t i v e l y c h a r g e d N a n o c e r a m fi l t e r s d i f f e r e d fr o m t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d
fi l t e r s i n t h a t a d s o r p t i o n o f b o t h n o r o - (5 9% ) a n d a d e n o v i r u s (8 7% ) w a s a d e q u a t e , b u t
e l u t i o n p r o v e d v e r y d i f fi c u l t . H o w e v e r , a d s o r p t i o n r e s u l t s a l s o p r e s e n t e d s o m e c o n c e r n s .
T h e A r g o n i d e C o r p . r e p o r t e d 6 l o g r e m o v a l o f c o l i p h a g e s M S 2 a n d P R D l f r o m n e u t r a l
w a t e r
,
a n d 3 - 5 l o g r e m o v a l o f M S2 a n d p o l i o v i r u s t y p e 1 f r o m s e w a g e a n d I n s t a n t O c e a n
(A r g o n i d e 2 0 0 5 ) . H o w e v e r , i n i t i a l e x p e ri m e n t s a t t e m p t i n g t o r e p l i c a t e t h e s e r e s u l t s i n
o u r l a bo r a t o r y y i e l d e d o n l y 5 0% a d s o r p t i o n o f M S2 , a t b e s t . T h i s w a s s t i l l b e t t e r t h a n
a d s o r p t i o n t o t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s f r o m s e a w a t e r , s o e x p e r i m e n t s w i t h t h e
N a n o c e r a m fi l t e r w e r e c o n t in u e d .
N a n o c e r a m fi l t e r s a r e c o m p o s e d o f 2 n m d i a m e t e r a l u m i n a (A l O O H ) n a n o fi b e r s
im m o b i l i z e d i n t o a fi b e r g l a s fi l t e r m a t r i x , w hi c h r e s u lt s i n a l a r g e e l e c t r o p o s i t i v e s u r f a c e
a r e a (A r g o n i d e 2 0 0 5) . V i r a l p a r t i c l e s , w h i c h a r e n e g a t i v e l y c h a r g e d a t a n e a r - n e u t r a l p H ,
w i l l a d s o r b v e r y s t r o n g l y t o t h e fi l t e r s u r f a c e . S i n c e t h e s e fi l t e r s h a d n o t p r e v i o u s l y b e e n
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u s e d f o r r e c o v e r y o f v i r u s e s , w e e v a l u a t e d d i f f e r e n t e l u t i o n b u f fe r s w i t h d i f fe r e n t p r o t e i n
c o m p o n e n t s , p H s , a n d d e t e r g e n t s , a s w e l l a s a r a n g e o f d i f f e r e n t c o n t a c t t im e s . A l t h o u gh
t h e r e w a s n o s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e p e r f o r m a n c e s o f t h e v a r i o u s e l u e n t s t h a t
w e r e t e s t e d
,
t h e r e a p p e a r e d t o b e a p a t t e r n : e l u e n t s t h a t w e r e b e s t f o r a d e n o v i r u s e l u t i o n
w e r e v e r y p o o r f o r n o r o v i r u s e l u t i o n a n d v i c e v e r s a . T h i s p a t t e r n w a s s u p p o r t e d b y t h e
r e s u l t s o f a n i n i t i a l e x p e r im e n t w i t h 0 . 5 % SD S a d d e d t o a s t a n d a r d b e e f e x t r a c t e l u e n t .
W i t h S D S a d d e d
,
18 . 6% o f a d e n o v i r u s c o u l d b e e l u t e d fr o m a N a n o c e r a m fi l t e r ,
c o m p a r e d t o 0 . 7 7 % e l u t i o n w i t h o u t SD S . H o w e v e r , o n l y < 0 . 0 2% o f n o r o v i r u s w a s e l u t e d
w i t h t h e SD S/b e e f e x t r a c t s o l u t i o n . T h i s s u g g e s t s t h a t d i f f e r e n t e l u e n t s m a y b e n e e d e d t o
m a x im i z e r e c o v e r y o f e a c h v i r u s , a n d t h a t s im u l t a n e o u s r e c o v e r y o f b o t h a d e n o - a n d
n o r o v i r u s w it h th e s a m e e l u e n t m a y b e v e r y d i f fi c u l t . T h e s e r e s u l t s c o n fi r m o u r fi n d i n g s
w i t h t h e n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s t h a t o p t im a l r e c o v e r y c o n d i t i o n s f o r o n e v i r u s c a n n o t
b e e m p l o y e d a u t o m a t i c a l l y fo r a n o t h e r v ir u s . A d e t a i l e d s t u d y o f t h e s t r u c t u r a l
d i f f e r e n c e s o f t h e s e v i r u s e s , a n d h o w t h e i r s t r u c t u r e s d i f f e r f r o m th o s e o f t h e m o r e
c o m m o n l y s t u d i e d v i r u s e s , m a y h e l p t o d e t e r m i n e m o r e e f f e c t i v e e l u e n t s (F a r r a h a n d
B i t t o n 1 9 7 8 ) .
O t h e r fi l t e r s
,
a s w e l l a s a l t e r n a t i v e e l u t i o n m e t h o d s
,
w e r e a l s o e v a l u a t e d a s a p a r t
o f t h i s s t u d y , b u t w e r e n o t p u r s u e d a t l e n g t h be c a u s e o f p o o r r e s u l t s o b t a i n e d f r o m t h e
i n i t i a l e x p e r im e n t s . T h e n e g a t i v e l y c h a r g e d M i l l i p o r e H A fi l t e r s w e r e e v a l u a t e d b e c a u s e
a r e c e n t s t u d y s h o w e d a b e t t e r r e c o v e r y o f p o l i o v i r u s f r o m t a p w a t e r c o m p a r e d t o
Wh a tm a n G F /F fi l t e r s (H a r a m o t o e t a l . , 2 0 0 4 ) . H o w e v e r , w e f o u n d t h a t t h e M i l l i p o r e
H A fi l t e r s a d s o r b e d o n l y 3 9% o f a d e n o v i r u s t y p e 2 f r o m s e a w ^ e r , a n d v i r u s e l u t i o n w i t h
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b e e f e x t r a c t w a s o n l y 1 . 4 % . T h e s e fi l t e r s w e r e a l s o f o u n d t o c l o g v e r y r a p i d l y w h e n
s e a w a t e r w a s fi l t e r e d , m a k i n g t h e i r u s e im p r a c t i c a l f o r t h i s w a t e r - t y p e .
T o i n c r e a s e e l u t i o n e f fi c i e n c y w e a l s o t e s t e d a H 2 S O 4 ri n s e f o l l o w e d b y a N a O H
e l u t i o n s t e p , a s w a s r e p o r t e d t o b e e f f e c t i v e f o r p o l i o v i r u s fi
-
o m s e a w a t e r (K a t a y a m a e t
a l .
,
2 0 02 ) . H o w e v e r , w h e n t h i s m e t h o d w a s a p p l i e d t o a d e n o v i r u s s p i k e d s e a w a t e r ,
e l u t i o n w a s o n l y 9 . 8% f r o m G F /F fi l t e r s a n d < 0 . 0 0 0 4% f r o m th e N a n o c e r a m fi l t e r s .
E l u t i o n f r o m M i l l i p o r e H A fi lt e r s w a s 2 5 . 4 % , b u t a s m e n t i o n e d p r e v i o u s l y , t h e s e fi l t e r s
c l o g g e d s o r a p i d l y a s t o r e n d e r t h e m im p r a c t i c a l f o r s e a w a t e r s a m p l e s .
O t h e r v i r u s r e c o v e r y m e t h o d s fi
-
o m s e a w a t e r h a v e b e e n r e p o rt e d i n c l u d i n g t h e u s e
o f p o s i t i v e l y c h a r g e d g l a s s w o o l . T h i s m e t h o d h a s b e e n v a l i d a t e d (> 5 0%o r e c o v e r y ) f o r
e n t e r o v i r u s e s i n a v a ri e t y o f w a t e r t y p e s , i n c l u d i n g s e a w a t e r (V i l a gi n e s e t a l . , 1 9 9 3 ;
Se n o u c i e t a l .
,
1 9 9 6 ; G a n t z e r e t a l . , 1 9 9 7 ; V i l a g i n e s e t a l . , 19 9 7 ) . G l a s s w o o l h a s a l s o
b e e n u s e d f o r t h e r e c o v e r y o f o t h e r v i r u s e s , i n c l u d i n g a d e n o v i r u s a n d n o r o v i r u s , b u t t h e
m e t h o d h a s n o t b e e n v a l i d a t e d f o r t h e s e v i r u s e s (H u g u e s e t a l . , 1 9 9 3 ; G r a b o w e t a l . ,
2 0 0 1 ; L a m o th e e t a l . , 2 0 0 3 ; v a n Z y l e t a l . , 2 00 4 ) . T h i s m e t h o d i s o n e t o c o n s i d e r f o r
f u t u r e r e s e a r c h i n t o t h e r e c o v e r y o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s f ro m s e a w a t e r .
I n s u m m a r y , n o n e o f t h e e v a l u a t e d m i c r o p o r o u s fi l t e r s d e m o n s t r a t e d a d e q u a t e
p e r f o r m a n c e f o r t h e r e c o v e r y o f a d e n o - o r n o r o v i r u s fr o m s e a w a t e r . Si n c e
g a s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s a s a r e s u l t o f s w im m i n g o r o t h e r p ri m a r y c o n t a c t r e c r e a t i o n i n
f e c a l l y c o n t a m i n a t e d w a t e r c o n t i n u e s t o b e a p r o b l e m , a n d t y p i c a l b a c t e ri a l i n d i c a t o r s d o
n o t pr e d i c t t h e c o n t a m i n a t i o n o f s u c h w a t e r s w i t h h u m a n e n t e ri c v i r u s e s , c o n t i n u e d
e f f o rt s t o w a r d th e d e v e l o p m e n t o f r a p i d , r e l i a b l e , a n d c o s t - e f f e c t i v e m e t h o d s f o r t h e
m o n i t o ri n g o f e n t e ri c v i r u s e s a r e c ri t i c a l l y n e e d e d . O n l y t h e n c a n t h e m i c r o b i a l q u a l i t y o f
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s e a w a t e r s u s e d fo r r e c r e a t i o n a l a c t i v i t i e s b e d e t e r m i n e d a n d r e a s o n a b l e g u i d e l i n e s fo r
w a t e r s a f e t y w i t h r e s p e c t t o c o n t a m i n a t i o n w i t h v i r a l p a t h o g e n s b e d e v e l o p e d
C O N C L U SI O N S
• R e c o v e r y o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s e s fr o m s e a w a t e r v i a fi l t e r a d s o r p t i o n / e l u t i o n
m e t h o d s i s v e r y d i f fi c u l t .
• N e g a t i v e l y c h a r g e d Wh a tm a n G F / F a n d F i l t e r i t e fi l t e r s h a v e p o o r a d s o r p t i o n f r o m
s e a w a t e r
,
a s w e l l a s p o o r e l u t i o n .
• Se a w a t e r i n h i b i t s a d s o r pt i o n o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s t o n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s .
• P o s i t i v e l y c h a r g e d N a n o c e r a m fi l t e r s a d s o r b e n t e r i c v i r u s e s e f f e c t i v e l y (> 5 0% ) ,
b u t s h o w v e r y p o o r e l u t i o n r e g a r dl e s s o f b u f f e r c o n d i t i o n s u s e d .
• T h e a d s o r p t i o n / e l u t i o n c h a r a c t e r i s t i c s o f o n e v i r u s d o n o t p r e d i c t t h e
a d s o r p t i o n / e l u t i o n c h a r a c t e r i s t i c s o f o t h e r v i r u s e s ; p r o t o c o l s s h o u l d n o t b e a p p l i e d
t o o t h e r v i r u s e s w i t h o u t b e i n g v a l i d a t e d fi r s t .
5 5
SU G G E S T E D F U T U R E S T U D I E S
• A c i d i fi c a t i o n o f s e a w a t e r p r i o r t o fi l t r a t i o n w i t h n e g a t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s
• E v a l u a t i o n o f a l t e r n a t i v e e l u e n t s f o r b o t h n e ga t i v e l y a n d p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s
• M o d i fi c a t i o n o f t h e s t r u c t u r e o f N a n o c e r a m fi l t e r s t o im p r o v e e l u t i o n
• E v a l u a t i o n o f g l a s s w o o l f o r a d s o r p t i o n /e l u t i o n o f n o r o - a n d a d e n o v i r u s f r o m
s e a w a t e r
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R E F E R E N C E S
A b b a s z a d e g a n M , St e w a r t P , L e C h e v a l l i e r M . A s t r a t e g y f o r d e t e c t i o n o f v i r u s e s i n
g r o u n d w a t e r b y PC R . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 19 9 9 F e b ;6 5 (2 ) :4 4 4 - 9 .
A l o n s o MC , R o d r i g u e z J , B o r r e g o JJ . E n u m e r a t i o n a n d i s o l a t i o n o f v i r a l p a r t i c l e s f r o m
o l i g o t r o p h i c m a r i n e e n v i r o n m e n t s b y t a n g e n t i a l f l o w f i l t r a t i o n . I n t M i c r o b i o l . 1 9 9 9
D e c ;2 (4 ): 2 2 7 - 3 2 .
A n d o T
,
M o n r o e S S
,
G e n t s c h J R , J i n Q , L e w i s D C , G l a s s R I . D e t e c t i o n a n d
d i f f e r e n t i a t i o n o f a n t i g e n i c a l l y d i s t i n c t s m a l l r o i m d - s t r u c t u r e d v i r u s e s (N o r w a l k - l i k e
v i r u s e s ) b y r e v e r s e t r a n s c r i p t i o n - P C R a n d s o u t h e r n h y br i d i z a t i o n . J C l i n M i c r o b i o l . 1 9 9 5
Ja n ; 3 3 ( l ) : 6 4 - 7 1 .
A r g o n i d e C o r p o r a t i o n . B i o s e p a r a t i o n s . 2 0 0 5 . R e t r i e v e d 4 / 1 9/ 0 5 , fr o m
h t t p :/ / w w w . a r g o n i d e . c o m / b i o s e p a r a t i o n s . h tm l
A tm a r R L
,
E s t e s M K . D i a g n o s i s o f n o n c u l t i v a t a b l e g a s t r o e n t e r i t i s v i r u s e s , t h e h u m a n
c a l i c i v i r u s e s . C l i n M i c r o b i o l R e v . 2 0 0 1 Ja n ; 14 ( l ) : 1 5 - 3 7 .
B a l a r a j a n R , So n i R a l e i g h V , Y u e n P , Wh e e l e r D , M a c h i n D , C a r tw r i g h t R . H e a l t h r i s k s
a s s o c i a t e d w i t h b a t h i n g i n s e a w a t e r . B M J . 19 9 1 3 0 3 : 1 4 4 4 - 5 .
B a r o n R C
,
M u r p h y FD , G r e e n b e r g H B , D a v i s C E , B r e g m a n D J , G a r y G W , H u g h e s JM ,
Sc h o n b e r g e r L B . N o r w a l k ga s t r o i n t e s t i n a l i l l n e s s : a n o u t b r e a k a s s o c i a t e d w i t h s w im m i n g
i n a r e c r e a t i o n a l l a k e a n d s e c o n d a r y p e r s o n - t o - p e r s o n t r a n s m i s s i o n . A m J E p i d e m i o l .
1 9 82 F e b ; 1 15 (2 ): 16 3 - 7 2 .
B e l l e r M , E l l i s A , L e e SH , D r e b o t M A , J e n k e r s o n SA , F u n k E , So b s e y M D , Si m m o n s
O D 3 r d
,
M o n r o e S S , A n d o T , N o e l J , P e t r i c M , M id d a u g h JP , Sp i k a JS . O u tb r e a k o f v i r a l
ga s t r o e n t e r i t i s d u e t o a c o n t a m i n a t e d w e l l . I n t e r n a t i o n a l c o n s e q u e n c e s . JA M A . 19 9 7 A u g
2 0 ;2 7 8 (7 ): 5 6 3 - 8 .
B e u r e t C . A s im p l e m e th o d f o r i s o l a t i o n o f e n t e r i c v i r u s e s (n o r o v i r u s e s a n d
e n t e r o v i r u s e s ) i n w a t e r . J V i r o l M e t h o d s . 2 0 0 3 Ja n ; 10 7 ( l ) : l - 8 .




Sa l im a n s M M
,
Ja n s e n C L
,
W e r t h e im - v a n D i l l e n PM
,
v a n d e r N o o r d a a
J . R a p i d a n d s im p l e m e t h o d f o r p u r i fi c a t i o n o f n u c l e i c a c i d s . J C l i n M i c r o b i o l . 19 9 0
M a r ; 2 8 (3) : 4 9 5 - 5 0 3 .
B o r r e go JJ , C o m a x R , P r e s t o n D R , F a r r a h S R , M c E l h a n e y B , B i t t o n G . D e v e l o p m e n t a n d
a p p l i c a t i o n o f n e w p o s i t i v e l y c h a r g e d fi l t e r s f o r r e c o v e r y o f b a c t e r i o p h a g e s fr o m w a t e r .
A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 1 9 9 1 A p r ; 5 7 (4 ): 12 18 - 2 2 .
B u r t o n - M a c L e o d JA
,
K a n e EM
,
B e a r d R S
,
H a d l e y L A , G l a s s R I , A n d o T . E v a l u a t i o n
a n d c o m p a r i s o n o f tw o c o m m e r c i a l e n z y m e - l i n k e d im m u n o s o r b e n t a s s a y k i t s f o r
5 7
d e t e c t i o n o f a n t i g e n i c a l l y d i v e r s e h u m a n n o r o v i r u s e s i n s t o o l s a m p l e s . J C l i n M i c r o b i o l .
2 0 04 J im ; 4 2 (6 ): 2 5 8 7 - 9 5 .
C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d Pr e v e n t i o n . A n o u t b r e a k o f n o r o v i r u s ga s t r o e n t e ri t i s a t a
s w im m i n g c l u b - V e r m o n t , 2 0 04 . M M WR M o r b M o r t a l W k l y R e p . 2 0 04 Se p
3 ; 5 3 (3 4 ) :7 9 3 - 5 .
C e n t e r s f o r D i s e a s e C o n t r o l a n d Pr e v e n t i o n . A d e n o v i r u s e s . 2 0 0 5 . R e t ri e v e d 3 / 1/ 0 5
,
f r o m
h t t p :/ /w w w . c d c . g o v /n c i d o d / dv r d / r e v b / r e s p i r a t o r v / e a d f e a t . h tm
Ch a n g L T , F a r r a h SR , B i t t o n G . P o s it i v e l y c h a r g e d f i l t e r s f o r v i r u s r e c o v e r y f r o m
w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t e f f l u e n t s . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 1 9 8 1 N o v ;4 2 (5) : 9 2 1- 4 .
C h a p r o n C D , B a l l e s t e r N A , F o n t a i n e JH , F r a d e s CN , M a r g o l i n A B . D e t e c t i o n o f
a s t r o v i r u s e s , e n t e r o v i r u s e s , a n d a d e n o v i r u s t y p e s 4 0 a n d 4 1 i n s u r f a c e w a t e r s c o l l e c t e d
a n d e v a l u a t e d b y t h e i n f o r m a t i o n c o l l e c t i o n r u l e a n d a n i n t e g r a t e d c e l l c u l t u r e - n e s t e d
P C R p r o c e d u r e . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 2 0 0 0 J u n ; 6 6 (6 ) : 2 5 2 0 - 5 .
C o n t r e r a s - C o l l N , L u c e n a F , M o o ij m a n K , H a v e l a a r A , Pi e r z V , B o q u e M , G a w l e r A ,
H o l l e r C , L a m b i r i M , M i r o l o G , M o r e n o B , N i e m i M , So mm e r R , V a l e n t i n B ,
W i e d e n m a n n A
,
Y o u n g V , J o f r e J . O c c u r r e n c e a n d l e v e l s o f i n d i c a t o r b a c t e ri o p h a g e s i n
b a t h i n g w a t e r s t h r o u gh o u t E u r o p e . W a t e r R e s . 2 0 0 2 D e c ; 3 6 (2 0 ) : 4 9 6 3 - 7 4 .
D a h l i n g D R , Sa f fe r m a n R S , W ri g h t B A . I s o l a t i o n o f e n t e r o v i r u s a n d r e o v i r u s fr o m
s e w a g e a n d t r e a t e d e f f l u e n t s in s e l e c t e d P u e r t o R i c a n c o r r m i u n i t i e s . A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l . 1 9 8 9 F e b ; 5 5 (2 ) : 5 0 3 - 6 .
D a h l i n g D R , W r i g h t B A . R e c o v e r y o f v i r u s e s fr o m w a t e r b y a m o d i fi e d f l o c c u l a t i o n
p r o c e d u r e f o r s e c o n d - s t e p c o n c e n t r a t i o n . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 1 9 8 6 Ju n ; 5 1 (6 ): 13 2 6 -
3 1
.
D o n a l d s o n K A
,
G ri f fi n D W
,
Pa u l JH . D e t e c t i o n
, q u a n t i t a t i o n a n d i d e n t i fi c a t i o n o f
e n t e r o v i r u s e s f r o m s u r f a c e w a t e r s a n d s p o n g e t i s s u e fr o m t h e F l o ri d a K e y s u s i n g r e a l ¬
t im e R T - P C R . W a t e r R e s . 2 0 02 M a y ;3 6 (1 0) : 2 5 0 5 - 1 4 .
D o w e l l SF
,
G r o v e s C
,
K i r k l a n d K B
,
C i c i r e l l o H G
,
A n d o T
,
J i n Q , G e n t s c h JR , M o n r o e
S S
,
H u m p h r e y C D , Sl e m p C , e t a l . A m u l t i s t a t e o u t b r e a k o f o y s t e r - a s s o c i a t e d
ga s t r o e n t e ri t i s : im p l i c a t i o n s f o r i n t e r s t a t e t r a c i n g o f c o n t a m i n a t e d s h e l l fi s h . J h i f e c t D i s .
19 9 5 Ju n ; 17 1(6 ) : 14 9 7 - 5 0 3 .
E n ri q u e z C E , H u r s t C J , G e r b a C P . Su r v i v a l o f t h e e n t e r i c a d e n o v i r u s e s 4 0 a n d 4 1 i n t a p ,
s e a , a n d w a s t e w a t e r . W a t e r R e s . 1 9 9 5 2 9 ( 1 1): 2 5 4 8- 2 5 5 3 .
F a n k h a u s e r R L
,
M o n r o e SS
,
N o e l JS
,
H u mp h r e y CD , B r e s e e JS , P a r a sh a r U D , A n d o T ,
G l a s s R I . E p i d e m i o l o g i c a n d m o l e c u l a r t r e n d s o f
" N o r w a l k - l i k e v i r u s e s " a s s o c i a t e d w i t h
o u t b r e a k s o f g a s t r o e n t e ri t i s i n t h e U n i t e d S t a t e s . J In f e c t D i s . 2 0 0 2 Ju l 1 ; 18 6( 1) : 1- 7 .
5 8
F a n k h a u s e r R L
,
N o e l J S
,
M o n r o e S S
,
A n d o T
,
G l a s s R I . M o l e c u l a r e p i d e m i o l o g y o f
" N o r w a l k - l i k e v i r u s e s " i n o u t b r e a k s o f g a s t r o e n t e r i t i s i n t h e U n i t e d St a t e s . J I n f e c t D i s .
1 9 9 8 D e c ; 1 7 8 (6 ) : 1 5 7 1 - 8 .
F a r r a h SR . C h e m i c a l f a c t o r s i n f lu e n c i n g a d s o r p t i o n o f b a c t e r i o p h a g e M S2 t o m e mb r a n e
fi l t e r s . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 1 9 82 M a r ; 4 3 (3 ) : 6 5 9 - 6 3 .
F a r r a h SR
,
B i t t o n G . E l u t i o n o f p o l i o v i r u s a d s o r b e d t o m e m b r a n e fi l t e r s . A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l . 1 9 7 8 D e c ; 3 6 (6 ) : 9 82 - 4 .
F a r r a h SR
,
G e r b a CP
,
W a l l i s C
,
M e l n i c k JL . C o n c e n t r a t i o n o f v i r u s e s f r o m l a r g e
v o l u m e s o f t a p w a t e r u s i n g p l e a t e d m e m b r a n e fi l t e r s . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 1 9 7 6
F e b ;3 1 (2) : 2 2 1- 6 .
F a r r a h SR
,
G o y a l SM , G e r b a C P , W a l l i s C , M e l n i c k JL . C o n c e n t r a t i o n o f e n t e r o v i r u s e s
fi - o m e s t u a r i n e w a t e r . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 19 7 7 M a y ;3 3 ( 5 ) : l 19 2 - 6 .
F i e l d s H A , M e t c a l f T G . C o n c e n t r a t i o n o f a d e n o v i r u s fi - o m s e a w a t e r . W a t e r R e s . 1 9 7 5 ;
9 : 3 5 7 - 3 6 4 .
F o u t G S , D a h l i n g D R , S a f f e r m a n R S . 2 0 0 1 . C o n c e n t r a t i o n a n d p r o c e s s i n g o f w a t e r b o m e
v i r u s e s b y p o s i t i v e I M D S c a r t r i d g e fi l t e r s a n d o r g a n i c fl o c c u l a t i o n , p . 1 4 - 1 - 14 - 1 1 . / «
U SE P A M a n u a l o f M e th o d s f o r V i r o l o g y . U S E P A , W a s h i n g t o n D . C .
G a n t z e r C , S e n o u c i S , M a u l A , L e v i Y , S c h w a r t z b r o d L . E n t e r o v i r u s g e n o m e s i n
w a s t e w a t e r : c o n c e n t r a t i o n o n g l a s s w o o l a n d g l a s s p o w d e r a n d d e t e c t i o n b y R T - P C R . J
V i r o l M e t h o d s . 19 9 7 M a y ;6 5 (2 ): 2 6 5 - 7 1.
G a s s i l l o u d B
,
D u v a l M
,
Sc h w a r t z b r o d L
,
G a n t z e r C . R e c o v e r y o f f e l i n e c a l i c i v i r u s
i n f e c t i o u s p a r t i c l e s a n d g e n o m e fi
-
o m w a t e r : c o m p a r i s o n o f t w o c o n c e n t r a t i o n t e c hn i q u e s .
W a t e r Sc i T e c hn o l . 2 0 0 3 ; 4 7 (3) : 9 7 - 1 0 1 .
G e r b a C P
,
F a r r a h SR
,
G o y a l SM , W a l l i s C , M e l n i c k JL . C o n c e n t r a t i o n o f e n t e r o v i r u s e s
fr o m l a r g e v o l u m e s o f t a p w a t e r , t r e a t e d s e v ^ g B; a n d s e a w a l ^ t A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l .
1 9 7 8 M a r ; 3 5 (3 ) : 5 4 0 - 8 .
G i l g e n M , G e r m a n n D , L u t h y J , H a te i e r P . T h r e e - s t e p i s o l a t i o n m e t h o d f o r s e n s i t i v e
d e t e c t i o n o f e n t e r o v i r u s , r o t a v i r u s , ft e p a ti ti s A v i r u s , a n d sm qil t f i SWi n d s t r u c t u r e d v i r u s e s i n
w a t e r s a m p l e s . I n t J F o o d M i c r o b i o l . 19 9 7 Ju l 2 2 ;3 7 (2 - J )^ i ^ 9 9 .
G i l g e n M , W e gm u l l e r B , B u r k h a l t e r P , B u h l e r H P , M u fl e r U , L u t h y J , C a n d r i a n U .
R e v e r s e t r a n s c r i p t i o n P C R t o d e t e c t e n t e r o v i r u s e s i n s u r f a c e w a t e r . A p p l E n v i r o n
M i c r o b i o l . 1 9 9 5 A p r ; 6 1(4 ) : 12 2 6 - 3 1 .
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G l a s s R I , N o e l J , A n d o T , e t a l . T h e e p i d e m i o l o g y o f e n t e r i c c a l i c i v i r u s e s f r o m h u m a n s :
A r e a s s e s s m e n t u s i n g n e w d i a g n o s t i c s . J I n f e c t D i s . 2 0 0 0 18 1 : S 2 54 - S 2 6 1 .
G o y a l SM , G e r b a C P . V i r a d e l m e t h o d f o r d e t e c t i o n o f r o t a v i r u s fr o m s e a w a t e r . J V i r o l
M e t h o d s . 1 9 8 3 D e c ; 7 (5 - 6 ): 2 7 9 - 8 5 .
G o y a l SM , G e r b a C P , M e l n i c k JL . H u m a n e n t e r o v i r u s e s i n o y s t e r s a n d t h e i r o v e r l y i n g
w a t e r s . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 19 7 9 M a r ; 3 7 (3 ) : 5 72 - 8 1 .
G o y a l SM , Z e r d a K S , G e r b a CP . C o n c e n t r a t i o n o f c o i i p h a g e s f r o m l a r g e v o l u m e s o f
w a t e r a n d w a s t e w a t e r . A p p l E n v i r o n M i c r o b i o l . 1 9 80 Ja n ; 3 9 ( l ) : 8 5 - 9 1 .
G r a b o w W O , T a y l o r M B , d e V i l l i e r s J C . N e w m e t h o d s f o r t h e d e t e c t i o n o f v i r u s e s : c a l l
f o r r e v i e w o f d r i n k i n g w a t e r qu a l i t y g u i d e l i n e s . W a t e r Sc i T e c h n o l . 2 0 0 1 ;4 3 (1 2 ): l - 8 .
G r e e n K Y , C h a n o c k R M , Z a p i k i a n A Z . 2 0 0 1 . H u m a n C a l i c i v i r u s e s , p . 84 1- 8 74 . I n D . M .
K n i p e a n d H o w l e y (e d ) . F i e l d s V i r o l o g y , v o l 1 . L i p p i n k o t t W i l l i a m s & W i l k i n s ,
P h i l a d e l p h i a , P A .
G r i f fi n D W
,
D o n a l d s o n K A
,
Pa u l JH
,
R o s e JB . P a t h o g e n i c h u m a n v i r u s e s i n c o a s t a l
w a t e r s . C l i n M i c r o b i o l R e v . 2 0 0 3 Ja n ; 16 ( l ) : 12 9 - 4 3 .
G r i f fi n D W , G i b s o n CJ 3r d , L i p p E K , R i l e y K , P a u l JH 3 r d , R o s e JB . D e t e c t i o n o f v i r a l
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